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Introducción: La resistencia de los microorganismos a los antibióticos es un 
importante problema de salud pública que afecta a la mayoría de los países del 
mundo debido a la presión selectiva que ha ejercido el uso indiscriminado de estos 
medicamentos.  
Objetivo: Caracterizar fenotípica y molecularmente aislamientos del complejo 
Acinetobacter baumannii-calcoacéticus (ACB) obtenidos de pacientes de las 
unidades de cuidados intensivos de la Clínica Universitaria Rafael Uribe Uribe. 
Metodología: En este estudio se analizaron 52 aislamientos del ACB obtenidos de 
diferentes tipos de muestras de pacientes de las Unidades de Cuidados Intensivos 
(UCI) de la clínica universitaria Rafael Uribe Uribe. La caracterización fenotípica se 
realizó mediante pruebas bioquímicas y de sensibilidad en el laboratorio de la 
clínica. La identificación molecular de las genoespecies se realizó mediante el 
análisis de las secuencias del gen del ARNr 16s. Para determinar si la resistencia 
de los aislamientos del complejo está relacionada con la presencia de elementos 
genéticos como integrones, se amplificaron los genes para identificar integrones 
de la clase I, II y de otra clase reportados en la literatura. Se amplificaron 
determinantes de resistencia bla (VIM, IMP, TEM, OXA-51 y OXA-58) 
Resultados: A partir de los perfiles de susceptibilidad se logró identificar 5 
antibiotipos. Además, por comparaciones de las concentraciones mínimas 
inhibitorias de los aislamientos, se logró identificar dos clados.  
Con base en la  amplificación por PCR y la secuenciación directa del gen del ARNr 
16S se elaboró un análisis filogenético, en el cual se pudo diferenciar aislamientos 
de Acinetobacter baumannii (71,4%), Acinetobacter calcoaceticus (7,1%) y 
Acinetobacter nosocomialis (10,7%), todas ellas pertenecientes al complejo A. 
baumannii-calcoaceticus.  
El integrón clase I se detectó en el 23% de los aislamientos, el clase II el 17,3% y 
otro el 9,6%. 
Finalmente, los determinantes de resistencia más frecuentes fueron; blaOXA-51 y 
blaOXA-58, cada uno en el 38,5%, el 21,2% blaVIM-2 y en menor porcentaje blaIMP-1, 
blaTEM y blaCTXM-9. 
Conclusión: Los aislamientos obtenidos de los pacientes son multirresistentes, en 
su mayoría de la especie A. baumannii, portadores de genes de !-lactamasas 
(carbapenemasas) que probablemente se diseminan mediante integrones.  
Palabras Clave: Acinetobacter baumannii, Resistencia bacteriana, Antibióticos, 



































Las especies del ACB son una de las causas importante de morbilidad infecciosa y 
mortalidad que afecta mayormente a pacientes en la UCI (1,2). En las últimas 
décadas, entre las genoespecies de este complejo, la A. baumannii ha sido la  
más frecuentemente aislada, y por ende, la de mayor importancia clínica. El 
complejo ACB es responsable de bacteriemias, infecciones del tracto urinario (1,3) 
y se ha identificado como  el principal agente causal de neumonía asociada a 
ventilación mecánica (4), infección de difícil tratamiento debido a la resistencia que 
ha venido adquiriendo este complejo bacteriano a la mayoría de antibióticos 
(1,2,5).  
La mortalidad por A. baumannii puede llegar a un 30% (6). Lo anterior, 
acompañado con estancias hospitalarias prolongadas por parte de los pacientes 
infectados, como tambien, por los costos económicos implicados en el tratamiento 
a este tipo de infecciones bacterianas que presentan multirresistencia a los 
antibióticos (MDR) (7). Un estudio en Colombia reportó que la mortalidad por A. 
baumannii con MDR fue del 25,5% a los 30 días de hospitalización (8). Una 
característica preocupante de las infecciones por A. baumannii para su tratamiento 
es que la mayoría de sus aislamientos presentan MDR (9-13) a diversos 
antibióticos, como: los monobactámicos; los inhibidores de !-lactamasas; 
cefalosporinas de tercera y cuarta generación; carbapenemes y aminoglicósidos. 
Estas cepas con MDR tienden a generar brotes epidémicos con un predominio de 
uno o dos cepas (12). Aunque en Colombia existen varios reportes de brotes 
ocasionados por bacterias del ACB (10,12-14), son pocos los estudios de su 
tipificación molecular (15,16).  
 
Es muy importante, desde el punto de vista epidemiológico y de salud publica, 
determinar los mecanismos de transmisión de la bacteria y definir los patrones de 
!
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transmisión en los brotes hospitalarios para elaborar estrategias de control, tomar 
conductas  terapéuticas y de intervención para limitar el impacto clínico de estas 
infecciones. El abordaje precoz y efectivo de un brote, permite limitar el número de 
casos y prevenir su aparición en el futuro. 
 
Para tal fin, estudios previos sugieren realizar pruebas de sensibilidad a 
antibióticos para determinar los patrones de resistencia (antibiotipos) de las cepas 
de ACB que contienen genes de resistencia. Además, el empleo de un 
antibiograma cuantitativo para determinar las diferencias de sensibilidad entre los 
aislamientos bacterianos, y así, poder agruparlos por las distancias de la 
concentración mínima inhibitoria (CMI) que presenten entre los aislamientos (17-
19). Pero son los métodos moleculares los que permiten conocer los genes que 
están generando la resistencia en los aislamientos y los posibles mecanismos de 












Capítulo 1. Planteamiento del problema 
 
Alrededor del mundo, se ha reportado la alta capacidad de  A. baumanni para 
diseminarse en el ambiente hospitalario (21,22), señalando un incremento en el 
porcentaje de resistencia hospitalaria en Europa, Norte América, Argentina, Brasil, 
China, Taiwan, Hong Kong, Japón, Corea y Tahití en el Pacífico Sur (22). El 
informe anual de la Red de Monitoreo de Vigilancia de la Resistencia a los 
Antibióticos de la Organización Panamericana de la Salud (OPS) para el 2009, 
mostró que debido a los altos porcentajes de resistencia a los antibióticos de 
aislamientos de esta bacteria en Latinoamérica, sigue siendo una de las 
principales especies bacterianas de interés médico (6).  
 
Los estudios epidemiológicos han demostrado que A. baumannii es el principal 
patógeno causante de infecciones en hospitales de países europeos como España 
(23), Italia (24), Inglaterra (25). En los Estados Unidos, los reportes de brotes 
epidémicos se registran en hospitales de Nueva York (26), Pensilvania (27) y 
California (28), en países asiáticos como Corea (29), Taiwán (30), Japón (31) y 
China (32), en países del Pacífico Sur (33), en países de Latinoamérica como 
Chile (34), Argentina (35), Brasil (35) y Colombia (8-16). 
 
Para estas cepas se ha determinado que los principales factores que 
desencadenan la multirresistencia a los antibióticos es la adquisición de plásmidos 
y cassettes génicos (36) por integrones y transposones (37). Los estudios 
moleculares de las cepas circulantes en hospitales de Estados Unidos, revelan 
que la multirresistencia se debe principalmente a la presencia de la secuencia 
promotora ISAba1, que le confiere a A. baumannii resistencia a carbapenemes. 
!
$!
Igualmente, la resistencia a quinolonas es mediada por plásmidos que transportan 
los genes qnr, o por mutaciones en los genes gyrA y parC (27). 
En Europa, se ha reportado que la resistencia a los aminoglicósidos se encuentra 
asociada principalmente a integrones de clase 1 (38). Por su parte, en Japón, la 
resistencia a los aminoglicósidos, está mediada principalmente por plásmidos que 
transportan el gen aac que codifica una enzima aminoglicosil acetiltransferasa 
(39). En España, en algunas regiones se ha reportado que la resistencia a los 
carbapenemes está conferida principalmente a plásmidos que contienen !-
lactamasas como OXA-23 y PER-1 (40). En Colombia, la resistencia  a 
carbapenemes está mediada por la enzima OXA-23 (16), cuya expresión está 
regulada por la inserción de la secuencia promotoraISAba1 en su región control 
(24). 
 
Los análisis moleculares en cepas MDR de Acinetobacter spp  han determinado 
una alta diversidad genética con distintos patrones genéticos. Los reportes 
evidencian que clones específicos de A. baumannii pueden migrar entre los 
hospitales en un área geográfica en particular, probablemente transportados por 
los pacientes infectados (41,42). Por ejemplo: reportes indican un incremento 
notable en la prevalencia de un cierto número de clones predominantes con 
resistencia a antibióticos carbapenémicos en hospitales de Nueva York (43), Brasil 
(44) y Argentina (45). Una posible hipótesis que puede explicar esta variación 
encontrada entre los perfiles genotípicos sugiere que los clones se originan en 
diferentes sitios por una selección independiente a partir de un ancestro común 
(46). 
 
La potencialidad que manifiestan estos clones para diseminarse rápidamente los 
han llevado a denominarlos “clones epidémicos”. Sin embargo, clones epidémicos 
específicos han sido detectados en distintos hospitales y áreas geográficas 
distantes entre sí (25). La ocurrencia de brotes monoclonales en múltiples 
hospitales sugiere la diseminación interinstitucional, presumiblemente por el 
!
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movimiento de pacientes, del personal médico, la exposición a fuentes comunes 
de contaminación de alimentos y equipos médicos (47). Sin embargo, en los 
últimos años, se reporta la existencia de una gran diversidad de clones de A. 
baumannii en una misma área. En algunos hospitales de España, los clones 
analizados son altamente diversos (23). Esta característica se ha observado 
también en Australia (48), China (49), Turquía (50), Gran Bretaña (24), Grecia (51) 
y Colombia (42).  
La adquisición de resistencia por parte de A. baumannii a fármacos como las 
fluoroquinolonas en brotes epidémicos en hospitales de California, han mostrado 
una amplia diversidad de clones resistentes, cuyos mecanismos de resistencia se 
deben a la presencia de bombas de eflujo y a mutaciones en los genes gyrA y 
parC (25), como lo demuestran estudios en Europa con cepas que presentan 
resistencia a los aminoglicósidos (39). 
 
En la última década, se logró en Europa caracterizar molecularmente tres tipos de 
clones  pan-resistentes que han servido como referencia para identificar diversos 
clones pertenecientes a la especie A. baumannii (52,53). En el 2008, se 
identificarón 8 tipos de clones en una instalación militar del ejército 
estadounidense, de los cuales el 60% correspondían a los tres tipos de clones 
Europeos (27). El 40% restante procedían de múltiples orígenes, resultado que fue 
corroborado por otro estudio también realizado en  una instalación militar (54). 
 
1.1. Pregunta de investigación 
 
 ¿Cuáles son las características fenotípicas y moleculares de los aislamientos del 
complejo ACB obtenidos de pacientes que se encuentran en las unidades de 








Capítulo 2. Marco Teórico 
 
2.1. Generalidades de Acinetobacter 
!
Las especies del género Acinetobacter se encuentran colonizando diversos 
hábitats, que incluyen agua, suelo, material vegetal y organismos vivientes, son 
quimio-heterótrofos versátiles y crecen en un amplio rango de temperatura y pH 
(55). Fenotípicamente se distinguen como cocobacilos Gram negativos, con 
metabolismo estrictamente aerobio y no presentan flagelos. Poseen además, un 
gran repertorio genético que les permite adaptarse a las condiciones del medio 
ambiente, degradar sustancias contaminantes y producir sustancias de utilidad 
para el ser humano a nivel biotecnológico y ambiental (56). 
 
 
2.2. Genoespecies del género Acinetobacter 
 
Las bacterias del género Acinetobacter constituyen un grupo heterogéneo, 
formado por 39 grupos o genoespecies, clasificadas mediante el patrón de 
homología de su genoma por hibridación del ADN (45, 57). Algunas de estas 
genoespecies o grupos más representativos han sido clasificadas 
taxonómicamente de la siguiente forma: a la genoespecie 1 corresponde A. 
calcoaceticus; a la genoespecie 2 corresponde A. baumannii; a la genoespecie 3 
A. pitti; a la genoespecie 4 corresponde A. haemolyticus; a la genoespecie 5 
corresponde A. junii; a la genoespecie 7 corresponde A. Johnsonii; a la 
genoespecie 8 corresponde A. lwoffii; y a la genoespecie 12 corresponde  A. 
radioresistens y a la genoespecie 13TU corresponde A. nosocomialis. 
!
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En la actualidad se han identificado con un nombre científico a un total de 17 
especies en el género Acinetobacter (57). Las genoespecies A. baumannii, A. 
calcoaceticus, A. pitti, A. nosocomialis y A. seifertii se encuentran estrechamente 
relacionadas entre si y es difícil distinguirlas fenotípicamente; por lo que se han 
agrupado en el ACB (2, 58).  Las genoespecies de este complejo presentan una 
gran relevancia como patógenos tanto a nivel hospitalario como de la comunidad, 
constituyendo uno de los principales problemas de salud pública por su 
multirresistencia, sin embargo identificar entre ellas a A. baumannii es importante, 
puesto que es la genoespecie que ha mostrado mayor capacidad de adquirir 
genes de resistencia a antibióticos y es capaz de sobrevivir por largos períodos en 
superficies y causar infecciones en pacientes en las unidades de cuidados 
intensivos (1, 9, 44,45). 
 
La identificación de las genoespecies de este género por métodos fenotípicos es 
compleja y poco confiable, en donde técnicas comerciales de identificación como 
API20E y API20NE han sido científicamente cuestionados, además, los sistemas 
de clasificación comerciales basados en test de asimilación son ahora de poco uso 
para la identificación de las especies de este género (60), especialmente, si se 
trata de discriminar entre las genoespecies del complejo ACB (61). De allí, la 
importancia de usar los métodos moleculares como: el análisis para polimorfismo 
de longitud de fragmentos amplificados (AFLP, por su sigla en inglés); el análisis 
plasmídico; la electroforesis en campo pulsado (PFGE, por su sigla en inglés); la 
hibridación ADN-ADN; el análisis de los patrones de restricción amplificados de 
genes ribosomales (ARDRA, por su sigla en ingles) y la secuenciación del gen del 
ARNr 16s (57-61). El análisis del gen del ARNr 16s amplificado y digerido con las 
enzimas de restricción AluI, CfoI, MboI, RsaI, y MspI, permite identificar la mayoría 
de las genoespecies, incluídas las del complejo ACB  (57). 
 
2.3. Tipificación bacteriana por Antibiotipo 
 
Algunos autores consideran que el antibiotipo sigue siendo válido como una 
!
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primera aproximación al origen clonal al comparar dos aislamientos bacterianos y 
para ello es posible usar el antibiograma habitual, pero es necesario considerar la 
epidemiología del microorganismo, la genética bacteriana, los perfiles de 
susceptibilidad y mecanismos de resistencia habituales en la especie estudiada 
(19).   
Un estudio con aislamientos de Acinetobacter baumannii productora de 
carbapenemasa OXA-24 en un hospital de España, identificó 3 Antibiotipos, el 
Antibiotipo 1 (MDR), fue el más frecuente con 76,9%, seguido del Antibiotipo 3 
solamente susceptible a carbapenemes con 14,1% (62). Otro estudio hecho en 
Francia identificó 4 perfiles, siendo el más frecuente el antibiotipo a (MDR) con 
78,8% de aislamientos (63).  Un estudio más reciente hecho en Tunes, identificó 4 
antibiotipos, siendo el más frecuente el que presentó resistencia a todos los !-
lactámicos, excepto a imipenem en 92% de los aislamientos, seguido del 
antibiotipo cuyos aislamientos presentaron además resistencia a imipenem con 
47% y 38% fueron multirresistentes a todos los antibióticos excepto a colistina 
(64). 
 
En Latinoamérica, un estudio realizado en un hospital de Argentina mostró la 
presencia de 8 antibiotipos, de los cuales el más abundante fue el Antibiotipo 1 
(43%) con aislamientos resistentes a todos los antibióticos, seguido del Antibiotipo 
5 (21%), resistente a  todos los antibióticos excepto a ceftazidima, el total de 
Aislamientos MDR fue del 37% (65) . 
 
 
2.4. Infecciones Asociadas a la Atención en  Salud (IAAS) 
 
A. baumannii se reporta con mucha frecuencia como agente causal de numerosas 
infecciones en las UCI (1,2). Las infecciones suelen ser severas, entre las que se 
destacan: neumonías, meningitis y septicemias, las cuales tienden a ocurrir en 
pacientes debilitados e inmunocomprometidos que desencadenan en altas tasas 
de mortalidad, especialmente cuando el paciente se encuentra en las UCI (3,4). 
!
)!
Los análisis de estas cepas demuestran una elevada multirresistencia a los 
antibióticos, lo que explicaría la severidad en las infecciones (5-7). Las bacterias 
de este género se encuentran asociadas a brotes epidémicos nosocomiales, la 
mayoría de ellas corresponde a aislamientos clínicos de A. baumannii (12). 
La infección por la bacteria se establece frecuentemente en pacientes con 
enfermedades crónicas, quienes presentan múltiples condiciones de morbilidad, 
hospitalizados por largos períodos, que han sufrido múltiples procedimientos 
invasivos, con edad avanzada, falla respiratoria o cardiovascular, cirugías 
recientes, cateterización vascular central y urinaria, traqueotomía, alimentación 
parenteral y tratamiento antimicrobiano con antibióticos de amplio espectro como 
cefalosporinas de tercera generación, fluoroquinolonas y carbapenemes (2). 
 
Las principales manifestaciones clínicas asociadas a Acinetobacter spp., 
corresponden a neumonías asociadas a ventilación mecánica y a infecciones del 
torrente sanguíneo, en ambos casos alcanzan una mortalidad cercana al 75% (4). 
Tienen también  la potencialidad de provocar infecciones purulentas en casi 
cualquier órgano del cuerpo (3). Se ha descrito también, un raro síndrome de 
neumonía fulminante ocasionado por cepas adquiridas en la comunidad; el 
síndrome constituye una entidad clínica particular que se acompaña de una 
incidencia alta de bacteremia, síndrome de dificultad respiratoria, coagulación 
intravascular diseminada con un desenlace fatal (3, 4). 
 
 
2.5. Principales Mecanismos de Resistencia  
 
La resistencia a los antibióticos en cepas nosocomiales del complejo A. 
calcoacéticus-A. baumannii incluye principalmente, la presencia de enzimas 
degradadoras del antibiótico, concretamente !-lactamasas (66,67), alteraciones en 
las proteínas que unen penicilina (PBP) (68), alteraciones de los canales (porinas) 





2.5.1. Producción de !-lactamasas  
 
La producción de !-lactamasas se debe a sustancias bacterianas naturales 
(bacteriocinas o colicinas) que producen las bacterias vecinas para competir por 
un nicho con otro microorganismo (66). 
En relación a las !–lactamasas, enzimas que confieren resistencia a los !-
lactámicos en los organismos Gram negativos, ésta es mediada por plásmidos, en 
el caso de las !-lactamasas tipo TEM y SHV y por integrones en las !-lactamasas 
tipo VIM, IMP, GES, VEB, CTX-M-2-9 y CMY (21-23).  La primera !-lactamasa de 
origen plasmídico aislada de bacterias Gram negativas en la década de los 60"s 
fue TEM-1, esta enzima hidroliza penicilina y sus derivados: ampicilina, 
carbenicilina, piperacilina y cefalosporinas de primera generación (66). Después 
hicieron su aparición las !-lactamasas SHV-1, cuyos genes pueden estar 
codificados  cromosomalmente, pero la gran mayoría son codificadas en 
plásmidos. Las enzimas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 son consideradas !-lactamasas 
de amplio espectro (BLAE) (67). También pueden estar codificadas en elementos 
móviles o secuencias de inserción, como integrones en el caso de las oxacilinasas 
de la clase D (23,24) o transposones para las metalo-carbapemasas (21). Las !-
lactamasas pueden estar codificadas cromosomalmente, como las !-lactamasas 
AmpC, que corresponden a cefalosporinasas cromosomales intrínsecas de todas 
las cepas de A. baumannii (72). Generalmente estas enzimas tienen un nivel bajo 
de expresión, pero si se inserta una secuencia promotora (ISAba1) cerca del gen 
ampC, aumenta la síntesis de la enzima, generando resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro (9).  
 
Una mutación en la !-lactamasa tipo SHV-1 provocó la aparición en 1983 de la 
SHV-2, primera !-lactamasa de espectro extendido (BLEE), ésta fue aislada en 
Alemania, de una cepa de K. pneumoniae (66,67) A partir de aquí,  este fenómeno 
se fue extendiendo y hoy se han descrito más de 100  derivadas de TEM-1 y TEM-




Por consideración práctica se asume que las BLEE  son capaces de hidrolizar 
adecuadamente cefalosporinas de distintas generaciones pero, particularmente, 
moléculas de tercera generación (oximino !-lactámicos: cefotaxime, ceftazidime y 
ceftriaxona) y al oximino-monobactam: aztreonam, pero no tienen efecto sobre las 
cefamicinas (cefoxitina, cefotetán) y los carbapenemes; su actividad es inhibida 
por el ácido clavulánico (66). 
 
Otras enzimas  de importancia epidemiológica son las tipo SHV-4, SHV-5, TEM-
10, TEM-26, TEM-67, CTX-M-2, CTX-M-8, CTXM-12, PER-2, GES y BES (73-77),  
que son  comúnmente encontradas en Colombia y el resto de Latinoamérica (77-
80). 
 
En la actualidad, han aparecido aislamientos resistentes a los carbapenemes, 
especialmente en las bacterias entéricas no fermentadores de lactosa como A. 
baumannii. La resistencia en estas bacterias se debe a la presencia de enzimas 
carbapenemasas mediadas por plásmidos con actividad contra penicilinas, 
oximino-cefalosporinas, cefamicinas y carbapenemes, pero no aztreonam (51). 
Las carbapenemasas que principalmente se aíslan son de tipo IMP (29) y VIM 
(82).  Las !-lactamasas de clase D u oxacilinasas son las que se describen con 
mayor frecuencia en cepas de A. baumanii, siendo las principales OXA-23 
(9,16,33), OXA-24 (62), OXA-51 (83) y OXA-58 (84), las tres primeras asociadas 
con la secuencia promotora ISAba1 que aumenta su expresión (9). Estas enzimas 
pueden estar codificadas en plásmidos, excepto OXA-51, codificada en el 
cromosoma bacteriano y con frecuencia usada como marcador de especie (83). 
Sin embargo, recientemente esta oxacilinasa, junto con la OXA-58, fueron 
reportadas en enterobacterias, lo que evidencia la capacidad de diseminación a 
bacterias de otro género (84). 
 
Algunos autores afirman que la resistencia a los carbapenemes se debe 
principalmente a la presencia de las carbapenemasas mediadas por plásmidos 
con actividad contra las oximino-cefalosporinas, cefamicinas y carbapenemes (85), 
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mientras otros afirman que usualmente, la resistencia a los carbapenemes en 
bacterias Gram negativas ocurre por la combinación de dos o más mecanismos de 
resistencia y rara vez por la acción de un mecanismo único (86).  
 
2.5.2. Alteración de la permeabilidad de las membranas  
 
Los mecanismos moleculares no enzimáticos actúan en sinergia con las                          
!-lactamasas que hidrolizan carbapenemes, lo que les proporciona a estas 
bacterias un mayor nivel de resistencia, aunque han sido pobremente descritos (1, 
69). Ellos incluyen la disminución de la expresión de las porinas y la 
sobreexpresión de la bomba de efflujo (88,89). 
 
En el caso de A. baumannii, la porina más caracterizada es la CarO (70).  El 
análisis de  cepas MDR que presentan un MIC alto a imipenem (>16g/L) mostró 
alteraciones en el gen CarO debido a varios elementos de inserción que 
ocasionaron la disminución de su expresión (88),  algunos estudios han sugerido  
que esta proteína está relacionada con la recaptación de la ornitina y otros 
aminoácidos básicos y por homología del imipenem, también se vería disminuido 
su ingreso a la bacteria (70). Otra porina que se ha identificado en A. baumannii es 
la OmpW (91), la cual es homóloga a las OmpW encontradas en E. coli y P. 
aeruginosa, que disminuye la entrada de colistina y de los !-lactámicos al interior 
de la bacteria (88, 91). También se ha descrito una OMP de 43 kDa perteneciente 
a la familia de las OprD (OprD-like), relacionada con cierre de porinas para 
imipenem y meropenem (91). 
 
La mayoría de las bombas de expulsión multidrogas de bacilos Gramnegativos 
pertenece a la familia RND (resistance-nodulation-cell division) (92). Los tres 
componentes de estas bombas son: una proteína transportadora ubicada en la 
membrana interna, una proteína accesoria periplasmática o proteína de fusión de 
membrana y una proteína de membrana externa o porina (93). Los genes que 
codifican los componentes de estas bombas de expulsión se encuentran en el 
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cromosoma bacteriano, generalmente en forma de operones (89). Por su amplio 
rango de sustratos, contribuyen a la resistencia de antimicrobianos no 
relacionados estructuralmente, por lo que se clasifican como sistemas multidrogas 
inespecíficos (94). 
Dentro de las bombas de expulsión, la más estudiada es el sistema AdeABC (88), 
que puede expulsar !-lactámicos (incluyendo carbapenémicos), aminoglicósidos, 
macrólidos, cloranfenicol, tigeciclina, tetraciclinas, fluoroquinolonas y trimetoprim 
(1, 93). Sin embargo, otras bombas de expulsión también han sido asociadas a A. 
baumannii MDR, las AdeFGH (95), y AdeIJK (96). AdeABC, en primer lugar y 
AdeFGH en segundo juegan un papel fundamental en la resistencia adquirida, 
mientras AdeIJK es responsable de la resistencia intrínseca (96). 
 
2.5.3. Alteración de las proteínas de unión a la penicilina  (PBP) 
 
La proteína  PBP está formada por tres dominios: un dominio N-terminal 
estrechamente asociado a un dominio central de unión a penicilina y un dominio 
C-terminal conectado por medio de un lazo (“loop”) de 28 residuos. El dominio 
central de unión a penicilina, que es homólogo al de otras PBPs y ß-lactamasas, 
contiene tres motivos de aminoácidos conservados que están relacionados con el 
sitio activo de la enzima. La transpeptidación entre dos muropéptidos permite las 
reacciones cruzadas en el peptidoglicano. Las PBPs interaccionan con los ß-
lactámicos por formación de un complejo relativamente estable con el sitio activo 
de la serina y como consecuencia, se altera la pared bacteriana de modo que la 
mayor parte de las bacterias sensibles que se encuentren en un medio hipotónico 
sucumbirán ante la acción del antibiótico (68). 
 
Los altos niveles de resistencia de las bacterias a los antibióticos se debe a la 
expresión de una forma alternativa de la PBP (PBP2a o PBP2b), que la codifica el 
gen mecA, la cual tiene una baja afinidad por la mayoría de antibióticos 
betalactámicos. Este gen está localizado en el cromosoma bacteriano y su 
!
*$!
expresión es constitutiva o inducible  por algunos antibióticos betalactámicos, pero 
no por meticilina u oxacilina (97). 
 
Finalmente, con relación a las proteínas de unión a penicilina en A. baumannii, se 
ha descrito que la ausencia de la PBP2a podría conferir resistencia a imipenem y 
meropenem. La carencia simultánea de esta proteína y de la PBP2b se asocia con 
niveles de resistencia más elevada a estos antibióticos (98) .  
 
2.6. Resistencia mediada por integrones  
 
La resistencia adquirida en forma extracromosomal está mediada por plásmidos, 
pero también también por integrones con una influencia epidemiológica muy 
significativa (24,37). Los integrones transportan genes que codifican 
determinantes de resistencia a antibióticos y determinantes con otras funciones 
(99).  
 
Los integrones son unos segmentos de ADN que poseen una secuencia común en 
la región del segmento conservado 5´ (5´CS) que contiene un promotor y un gen 
que codifica una integrasa similar a las descritas en bacteriófagos (101). En su 
forma más sencilla, están formados por 3 elementos necesarios para la captura y 
expresión de genes exógenos (cassettes): uno que codifica una integrasa (intI), el 
otro es el lugar de recombinación sitio-específico (attI) y, por último, un promotor 
(Pant) para la expresión de los genes cassettes integrados. A veces contienen un 
segundo promotor más fuerte, P2, localizado adyacentemente al extremo 3´ del 
primero (102). Un gen cassette consta de una región codificante y un sitio de 
recombinación, conocido como elemento de 59 pares de bases (100). En total, un 
integrón simple con estos únicos elementos y sin genes cassette incorporados 
posee un tamaño aproximado de 1,1 kb (101).  
 
La clasificación de los integrones se basa en la secuencia de la integrasa Los 
miembros de las clases 1, 2 y 3, contienen genes cassette de resistencia a los 
antibióticos. Los de las clases 4, 5, 6 y 7 contienen genes cassette que no 
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codifican la resistencia a antibióticos, y el de la clase 9 contiene un gen cassette 
de resistencia a antibióticos. Existen otros genes cassette de función desconocida 
y por otro lado el integrón de la clase 8 no presenta ningún gen cassette (99,101). 
 
2.6.1. Integrón Clase 1 
 
La clase de integrón aislada con mayor frecuencia en A. baumannii es la 1, la 
mayoría de los integrones pertenecientes a esta clase se han localizado en 
elementos transponibles como el Tn21 (el integrón In2, el Tn1696 (el integrón In4), 
(50,102) ambos clasificados como miembros de la familia del Tn3) o en 
transposones defectivos como es el caso de In0, In2 e In58 (99) o el integrón 
localizado en el Tn508640 (104).  El integron clase 1 (figura 1) se caracteriza por 
tener la secuencia 5´conservada (5´CS) que contiene el gen que codifica para la 
integrasa y la mayoría de ellos contienen también una secuencia 3´conservada 
(3´CS) que contiene un gen que confiere resistencia a componentes de amonio 
cuaternario (qacE1), un gen de resistencia a sulfonamidas (sul1) y una secuencia 
de lectura abierta (orf); estos 2 genes de resistencia no son cassettes, sino que se 
encuentran fijos en el integrón (105). La longitud de esta región 3´CS es variable, 
por su extremo 3`, tal y como se ha descrito en In1, In2, In3, In4, In5 e In0 son 
pertenecientes a la clase 1(102, 106). 
 
Figura 1. Representación esquemática del integron clase 1. In0 es el integrón más básico que no contiene 
ningún gen cassette. La región variable del integrón puede contener varios genes cassette. 
Abreviaturas:  intI1, gen de la integrasa clase 1; PC y P2, genes casete promotores; attI1,  sitio de 
recombinación asociada del integrón; qacE"1, versión truncada del gen de resistencia amonio cuaternario; 
sulI, gen de resistencia a la  sulfonamida; orf, secuencia de lectura abierta; attC, sitio de recombinación del 
gen cassette; C, gen casete; 5'-CS, segmento conservado del integrón 5´; 3'-CS, segmento conservado del 
integrón 3'. 
Tomado de:   Domingues S, da Silva GJ, Nielsen KM. Vehicles and pathways for horizontal dissemination in 
bacteria. Mobile Genetic Elements 2012: 2:5, 211–223. 
 









2.6.2. Integrón Clase 2 
 
El integrón Clase 2, también ha sido aislado de cepas de A. baumannii en algunos 
países del mundo (104) . Esta clase de integrones se encuentran en el Tn7 y en 
derivados de éste (Tn1825, Tn1826, Tn4132) (107,108). Con relación a la 
estructura del segmento conservado 5´CS, ésta es similar a los integrones de la 
clase 1. La integrasa de esta clase (IntI2) muestra un 40% de homología con la 
integrasa de la clase 1 (109), continúa otra región que contiene un número limitado 
de casetes que codifican resistencia a trimetroprim (dfrAIa o dfrAIb), estreptotricina 
(sat) y estreptomicina-espectinomicina (aadA1) y finalmente un segmento con 5 




Figura 2. Representación esquemática del integron clase 2. Integrón de clase 2, en verde se marca la región 
5´CS (donde se ubica el gen de la integrasa clase 2 intI2 , con un 40% de homología con el intI1), en el 
extremo opuesto, en un verde màs claro, la región 3´CS y  en la región variable color rosado, los genes de 
resistencia a antibióticos.  
Tomado de: Di Conza JA, Gutkind GO. Integrones: los coleccionistas de genes. Revista Argentina de 
Microbiología. 2010; 42: 63-78. 
 
 
2.7. Epidemiología de las BLEE 
 
En los reportes de resistencia a los antibióticos !-lactámicos es importante la 
diseminación mediada por plásmidos, actualmente se conocen nueve tipos de 
estas !-lactamasas (112).  También en Latinoamérica hay reportes de tipo GES-1  
en cepas de K. Pneumoniae y P. aeruginosa en Brasil (76,113). 
Las BLEE  tipo CTX-M fueron caracterizadas primero en Europa (74). Este tipo 
aún se sigue aislando en varios países de Europa (74), Africa (114) y Asia (115). 









Cassettes 3´ CS 
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pneumoniae en Estados Unidos (116) y en Latinoamérica 79), en países como 
Bolivia (78), Argentina (79), Brasil (79) y en Colombia (117,118). 
Otras BLEE de importancia epidemiológica son las enzimas tipo PER-1; las cuales 
se identificaron por primera vez en una cepa de P. aeruginosa en Francia (75,119) 
y luego en Turquía (120) e Italia (121). En los países asiáticos, los primeros 
reportes de PER-1 se hicieron en Korea (122) y aún se siguen aislando (119,122).  
En Canadá el primer reporte de esta !-lactamasa se hizo en Salmonella para el 
año 2003 (123); también se reportó en los EEUU (124). En América Latina, se ha 
reportado PER-2 en cepas de E. coli en Bolivia (125), Uruguay (75) y otros países 
de Latinoamérica (124,126). En el año 2000, se reportó una nueva  BLEE de la 
clase A en el Brasil, a la que se llamó BES-1 (77) y hasta la fecha de esta revisión, 
no hay reportes de nuevas enzimas de este tipo en otro país en Latinoamérica o 
en el mundo. 
La VIM es otra BLEE de importancia en el mundo; de ella se ha reportado once 
variantes, la mayoría han sido identificadas en países de Europa (82) y Asia (29).  
En Colombia han sido aisladas variantes como VIM-2, VIM-8, VIM-24  (127-129). 
Sin embargo, la variante VIM-2 es la de mayor distribución en el mundo 
(82,119,127). 
 
Las BLEE  tipo OXA u oxacilinasas han sido caracterizadas de A. baumannii  e 
incluyen OXA-23 a 27 (9,16,33), OXA-40, OXA-51 (23,84) y OXA-58 (84), estas 
enzimas aunque hidrolizan pobremente a los carbapenemes tienen la habilidad de 
conferir resistencia y son solo parcialmente inhibidas por ácido clavulánico y 
reportadas como responsables de la resistencia a carbapenemes en latinoamerica 
(9, 16,130). En Colombia se ha demostrado que  la resistencia a carbapenemes es 
mediada por la enzima OXA-23; la cual aunque se encuentra codificada en el 
cromosoma bacteriano, su expresión está influenciada por la inserción corriente 




En la acualidad se han descrito más de 250 BLEE, cuya información se encuentra 
disponible en el sitio http://www.lahey.org/Studies/ diseñado por George Jacoby y 









































Caracterizar fenotípica y molecularmente aislamientos del complejo Acinetobacter 
baumannii-calcoaceticus obtenidos de pacientes hospitalizados en las unidades de 
cuidados intensivos de un hospital de tercer nivel en la ciudad de Cali, durante el 
periodo 2009-2010. 
 
3.2. Objetivos específicos 
 
1. Caracterizar fenotípicamente los aislamientos del complejo Acinetobacter 
baumannii-calcoaceticus obtenidos de la población objeto de estudio. 
 
2. Identificar las especies genómicas del complejo Acinetobacter baumannii-
calcoaceticus mediante el análisis del gen  del ARN ribosomal 16S. 
 
3. Caracterizar los principales determinantes genéticos asociados a !-
lactamasas que confieren resistencia a los aislamientos del complejo 
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus. 
 
4. Correlacionar la presencia de integrones en los aislamientos del complejo 





















Capítulo 4. Metodología 
 
 
4.1. Tipo de estudio 
Se realizó un estudio descriptivo de corte transversal que fue avalado por los 
Comités de Ética de la Universidad del Valle y de la Clínica Universitaria Rafael 
Uribe Uribe.  
 
4.3. Procedimientos aplicados en el estudio 
 
4.3.1. Obtención  de muestras clínicas 
 
Las bacterias que se incluyeron en este estudio correspondieron a 52 aislamientos 
del Complejo A. baumannii-calcoaceticus obtenidos de muestras clínicas de 
pacientes de las unidades de cuidados intensivos (UCI) diagnosticados con IAAS 
de diferentes sitios de aislamiento, por ejemplo: sangre, infección de la herida, 
muestra nasal,  orina y  puntas de catéter, durante el periodo comprendido en el 
periodo marzo de 2009 a julio de 2010. Durante ese periodo de tiempo, la clínica 
Rafael Uribe Uribe estaba en el proceso de transición de la empresa social del 
estado (ESE) Antonio Nariño, a la unión temporal Comfenalco-Valle-Universidad 
Libre, razón por la cual se redujo notoriamente la cantidad de pacientes atendidos. 
 
4.3.2. Aislamiento de las bacterias del complejo ACB e Identificación. 
 
Las muestra clínicas fueron inoculadas e incubadas en agar Mc Conkey (Oxoid 
Ltd., Hampshire, United Kingdom) por 24 horas a 37oC para el aislamiento y 
posterior identificación de las especies del compeljo ACB. La evaluación 
macroscópica de las colonias se realizó por observación de sus características 
morfológicas y tintoriales (bacilos cortos Gram negativos, midieron 1.5 a 2.5# por 
1.0 a 1.5# en fase logarítmica de crecimiento, disponiéndose en parejas, cadenas 
!
"*!
o agrupados irregularmente, con tinción variable, además inmóviles y no formaron 
esporas) y cambios producidos en el agar Mc Conkey, como fue la no 
fermentación de lactosa. El estudio microscópico se basó en el método de Gram 
para establecer morfología y tinción bacteriana. La identificación de los 
aislamientos pertenecientes al complejo ACB se realizó en la laboratorio clínico del 
hospital, empleando el equipo Vitek GNI card (bioMérieux Vitek Inc., Hazelwood, 
MO). Los aislamientos se manejaron por códigos, respetando de esta manera la 
confidencialidad del paciente. 
 
4.3.3. Identificación fenotípica de los aislamientos y pruebas de  
susceptibilidad a los antibióticos 
 
La prueba de sensibilidad a los antibióticos se desarrolló empleando el método de 
difusión en disco en placas de agar Mueller Hinton (Scharlau Chemie S.A) con la 
calibración del inóculo basado en el estándar Mc-Farland  de acuerdo  a los 
parámetros establecidos Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI; antes 
NCCLS) (132).  
Los antibióticos incluidos fueron trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 23,75 mg + 
1,25 mg), ticarcilina-ácido clavulánico (TIM, 75µg-10µg), gentamicina (GEN), 
tobramicina (TOB, 10 mg), ciprofloxacina (CIP, 5 mg), ceftazidima (CAZ, 30 g), 
cefepima (FEP, 30 g), aztreonam (ATM), imipenem (IMP, 10 g), meropenem 
(MEM, 10 g), ampicilina-sulbactam (SAM, 10µg-10 g), amikacina (AMK, 10 mg), 
cefoperazona-sulbactam (sulperazona, 75 mg mg-30) y tigeciclina (TIG, 15 mg) 
(Oxoid). Las cepas de A. baumannii ATCC 19606TM, Escherichia coli ATCC 
25922TM y Staphylococcus aureus ATCC 25923TM fueron empleadas como control 
de calidad. 
 
4.3.4. Determinación de los Antibiotipos 
 
En el estudio se consideró Antibiotipo a todos los aislamientos que presentaron el 




4.3.5. Antibiograma cuantitativo 
 
El análisis se realizó teniendo en cuenta la Concetración Mínima Inhbitoria (CMI) 
de cada aislamiento obtenida del Vitek GNI card, realizando la sumatoria entre 
pares de aislamientos del complejo ACB utilizando el coeficiente de similitud 
mediante la siguiente fórmula de distancias euclidianas: 
Ejk = $% (xij - xik)2, donde xij - y xik son los valores de los diámetros de inhibición 
de un antimicrobiano dado i para dos distintos aislamientos j y k. A un valor más 
bajo del coeficiente de similitud, mayor es la similitud entre dos cepas bacterianas. 
Los valores del coeficiente de similitud se establecieron para los 52 aislamientos 
para construir un cladograma basado en el agrupamiento por UPGMA (133). 
 
4.3.6. Extracción  de ADN de las cepas de referencia y de  los aislamientos 
bacterianos 
 
El ADN de las cepas referencia y de los aislamientos bacterianos se extrajo 
empleando el protocolo modificado de Cheng et al, 2006 (134), que se basa en la 
lisis bacteriana de un cultivo de toda la noche (1,5 ml) en caldo LB.  El ADN se 
obtuvo  mediante tratamiento con solución de Tris 50 mM pH= 8,0 (EDTA 1 mM)  y 
sacarosa al 25% y 10 mg/ml de lisozima, luego se  incubó a 37ºC durante 30 
minutos. Posteriormente se trató con 150 µl de una solución de Tris-HCl 50 mM 
pH= 8,0 (EDTA 1 mM, 1% SDS y proteinasa K 1 mg/ml) y  después se incubó a 
56ºC durante 60 minutos. Para obtener el ADN mediante tratamiento con alcohol 
isopropílico y 1/3 de volumen de Acetato amónico 7,5 M (125 #l), finalmente se 
resuspendió el ADN extraído en 50 #l de Tris-HCl 10 mM y disodium EDTA 1 mM, 
pH 8.0. (TE). 
La extracción del ADN de algunas muestras se realizó empleando el Kit comercial 
de extracción de ácidos nucleicos High Pure PCR Template Preparation Kit [Ref. 
11796828001 (ROCHE)]. Una precipitación final se realizó por tratamiento con 40 
µl de acetato de amonio 5M y 250 µl de isopropanol e incubando a temperatura 
ambiente por 5 min, posteriormente se centrifugó durante 10 min a 12.000 x g. El 
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ADN se lavó dos veces con etanol al 70%, se secó y se resuspendió en 100µl de 
TE.  
 
4.3.7. Cuantificación del ADN Extraído 
 
La calidad y concentración del ADN se determinó por electroforesis en geles de 
agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM pH 8,0, EDTA 1mM) y 
se visualizó mediante tinción con bromuro de etidio (0,5 #g/ml) (Sigma®), y 
comparó con cantidades conocidas del marcador de peso molecular DNA de #/ 
HindIII (Gibco BRL®) y posteriormente se evaluó  por espectrofotometría usando el 
equipo Nanodrop 2000c Spectrophotometer V1.0 Thermo Fisher Scientific Inc, del  
laboratorio de biología molecular de la Universidad Libre seccional Cali.  
 
4.3.8. Amplificación por PCR  
 
Los procesos de Amplificación se llevaron a cabo en un termociclador 
SwiftTMMaxPro thermal Cycler Block (ESCO®, Life Science Division).  
 
4.3.8.1. Gen del ARNr 16s 
 
Para amplificar el gen del ARNr 16S se usaron 10-50 $g de ADN genómico, para 
obtener una mezcla de reacción de 50 #l, conteniendo cada primer ACF y ACR 
(tabla 1),  a una concentración de 0,4 #M, 0,1 mM dNTPs (BioLine®), 1,5 mM de 
MgCl2, Buffer 1X y 0,05 U/ #l de Taq polimerasa (Invitrogen®). Las condiciones 
para amplificar el gen ADNr 16s comprendió una extensión inicial a 95oC por 5 
minutos, seguidos por  35 ciclos a 95oC por 1 minuto, una temperatura de 
alineamiento a 65°C por 40 segundos, una temperatura de extensión a  72oC por 1 








4.3.8.2. Genes de !-lactamasas 
 
Para la detección de los determinantes genéticos que confieren resistencia a los 
antibióticos !-lactámicos se amplificó por PCR los genes de las !-lactamasas tipo 
IMP, VIM, TEM, CTXM-9, OXA-51 y OXA-58.  
La amplificación de los genes de las !-lactamasas blaVIM y blaIMP presentes en 
los aislamientos se realizó amplificando 5 a 10 &g de ADN genómico, para obtener 
una mezcla de reacción de 25 #l, conteniendo cada primer a una concentración de 
0,3 #M, 0,2 mM dNTPs (BioLine®), 2,5 mM de MgCl2, Buffer 1X y 1,25 U/ #l de Taq 
polimerasa (Invitrogen®). Las condiciones para amplificar los genes blaVIM y blaIMP 
comprendieron: una extensión inicial a 95oC por 5 minutos, seguidos por  30 ciclos 
a 95oC por 1 minuto, una temperatura de alineamiento a 52°C por un minuto, una 
temperatura de extensión a  72oC por 1 minuto y una extensión final a 72°C por 10 
minutos.  
La amplificación del gen de la !-lactamasa blaTEM (tabla 1) presente en los 
aislamientos se realizó con 5 a 10 &g de ADN genómico, para obtener una mezcla 
de reacción de 25 #l, conteniendo cada primer a una concentración de 0,5 #M, 0,2 
mM dNTPs (BioLine®), 1,5 mM de MgCl2, Buffer 1X y 1,25 U/ #l de Taq polimerasa 
(Invitrogen®). Las condiciones para amplificar el gen blaTEM comprendió una 
extensión inicial a 95oC por 5 minutos, seguidos por  30 ciclos a 95oC por 45 
segundos, una temperatura de alineamiento a 52°C por 45 segundos, una 
temperatura de extensión a  72oC por 1 minuto y una extensión final a 72°C por 7 
minutos. 
Para amplificar las !-lactamasas blaCTXM-9 (tabla 1) se realizó con 5 a 10 &g de 
ADN genómico, para obtener una mezcla de reacción de 25 #l, conteniendo cada 
primer a una concentración de 0,1 #M, 0,1 mM dNTPs (BioLine®), 2,5 mM de 
MgCl2, Buffer 1X y 0,05 U/ #l de Taq polimerasa (Invitrogen®). Las condiciones 
para amplificar el gen blaCTXM-9 comprendieron: una extensión inicial a 94oC por 
10 minutos, seguidos por  30 ciclos a 94oC por 45 segundos, una temperatura de 
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alineamiento a 51°C por 45 segundos, una temperatura de extensión a  72oC por 
45 segundos y una extensión final a 72°C por 10 minutos. 
Finalmente, para amplificar los genes de las !-lactamasas tipo blaOXA-51 y blaOXA-
58 se empleo los primers que se encuentran en la tabla 1. De 5 a 10 &g de ADN 
genómico se empleó en una mezcla de reacción de 50 #l que contenía cada 
primer a una concentración de 1,25 #M, 0,2 mM dNTPs (BioLine®), 1,5 mM de 
MgCl2, Buffer 1X y 1,5 U/#l de Taq polimerasa (Invitrogen®). Las condiciones para 
amplificar los genes blaOXA-51 y blaOXA-58, comprendieron: una extensión inicial a 
94oC por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos a 94oC por 45 segundos, una 
temperatura de alineamiento a 62°C por 1 minuto, una temperatura de extensión a  
72oC por 1 minuto y una extensión final a 72°C por 6 minutos. 
 
4.3.8.2. Genes de integrones 
 
En el caso de la amplificación de los integrones de la clase 1 y 2 , se realizó una 
mezcla de reacción que contenia de 5 a 10 &g de ADN genómico en 50 #l, 
conteniendo cada primer a una concentración de 1,5 #M, 0,2 mM dNTPs 
(BioLine®),  2 mM de MgCl2, Buffer 1X y 0,04 U/#l de Taq polimerasa (Invitrogen®). 
Las secuencias de los genes IntI e intI2 se muestran en la tabla 1. Las condiciones 
de amplificación comprendieron: una extensión inicial a 94oC por 5 minutos, 
seguidos por  35 ciclos a 94oC por 30 segundos, una temperatura de alineamiento 
a 55°C por 30 segundos, una temperatura de extensión a  72oC por 30 segundos y 
una extensión final a 72°C por 10 minutos.  
 
Los primers degenerados hep35 y hep36 (tabla 1), fueron usados para detectar la 
presencia de integrones, estos amplificaron la región conservada de los genes de 
la integrasa  de los integrones de la clase 1, 2 y 3. Para su amplifiación, se usaron 
10-50ng de ADN genómico, para obtener una mezcla de reacción de 25, 
conteniendo cada primer a una concentración de 2,0 #M, 0,2 mM dNTPs 
(BioLine®), 1,5 mM de MgCl2, Buffer 1X y 0,5 U/#l de Taq polimerasa (Invitrogen®). 
!
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Las condiciones para amplificar los genes comprendieron: una extensión inicial a 
95oC por 5 minutos, seguidos por  35 ciclos a 94oC por 30 segundos, una 
temperatura de alineamiento a 55°C por 45 segundos, una temperatura de 
extensión a  72oC por 2 minutos y una extensión final a 72°C por 10 minutos.   
 
La presencia de los genes insertados en la región variable de los integrones clase 
1 se determinó utilizando los primers CS5’ y CS3’ (tabla 1). La mezcla de reacción 
de 50 #l contenía una cantidad de 5 a 10 &g de ADN genómico y una 
concentración de cada primer de 1,5 #M, 0,2 mM de dNTPs (BioLine®),  2 mM de 
MgCl2, Buffer 1X y 0,04 U/#l de Taq polimerasa (Invitrogen®). Las condiciones 
para amplificar la región variable comprendieron: una extensión inicial a 94oC por 
5 minutos, seguidos por  35 ciclos a 94oC por 30 segundos, una temperatura de 
alineamiento a 55°C por 30 segundos, una temperatura de extensión a  72oC por 
30 segundos y una extensión final a 72°C por 10 minutos.  
 
Gen Secuencia del Primer Amplicón (pb) Referencia 
rDNA16S 
AC 
F-5’TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC3’ 1500 135 R-5’TACCTTGTTACGACTTCACCCCA3’ 
blaTEM F-5´ATGAGTATTCAACAT TTC CG3´ 956 136 R-5´CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA3´ 
bla VIM F-5´AAAGTTATGCCGCACTCACC3´ 865 137 R-5´TGCAACTTCATGTTATGCCG3´ 
bla IMP F- 5´ATGAGCAAGTTATCCTTATTC3´ 741 82 R- 5´GCTGCAACGACTTGTTAG3´ 
blaCTX-M-9 F -5´GTGACAAAGAGAGTGCAACGG3´ 856 138 R-5´ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC-3´ 
blaOXA-51 
 
F-5´CGGAGAACGACTCCTCATTAAAAA3´ 431 139 R-5´TTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGA3´ 
blaOXA-58 
 
F-5`AAGTATTGGGGCTTGTGCTG3´ 599 140 R-5`CCCCTCTGCGCTCTACATAC3´ 
Int1 F-5´ CAGTGGACATAAGCCTGTTC 3´ 160 141 R-5’ CCCGAGGCATAGACTGTA3´  
Int2 
 
F-  TTGCGAGTATCCATAACCTG3´ 288 141 R-   TTACCTGCACTGGATTAAGC3´ 
CS R 5´GGCATCCAAGCAGCAAG3´ Variable  141 
 F5´ AAGCAGACTTGACCTGA3´   
hep35 5´TGCGGGTYAARGATBTKGATTT3´ 491 142 hep36 5´CARCACATGCGTRTARAT-3´ 
Tabla 1. Secuencias de los Primers que se emplearon en el estudio. 
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Los controles de calidad utilizados fueron: Acinetibacter baumannii  ATCC-19606, 
E. coli ATCC-25922, E. coli ATCC-35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, 
Klebsiella pneumoniae ATCC-700603 y la cepa Pseudomonas aeruginosa 3386 
(proporcionada por el Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones 
Médicas CIDEIM) y como control negativo se empleo la cepa ATCC 25923TM de 
Staphylococcus aureus. 
 
5 #l de cada amplificado se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 
2% (p/v) en buffer TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8,0, EDTA 1mM) y se tiñeron con 
Bromuro de Etidio (0.5µg/mL); se utilizaron como referencia el marcador de peso 
molecular de 100 pb ladder (Invitrogen®). 
 
 
4.3.9. Secuenciación del gen ADN ribosomal 16S  
 
Para llevar a cabo la secuenciación del ADNr16S, 27 aislamientos del complejo 
ACB, los productos de la amplificación fueron purificados utilizando el kit  “High 
Pure PCR Product Purification Kit Version 20” siguiendo las recomendaciones de 
la casa comercial Roche Applied Science (RAS) y se secuenciaron en un 
secuenciador automático ABI 3730XL (MACROGEN, Korea).  
 
4.3.10. Alineamiento de las secuencias de los genes del ADNr 16s  
 
Las secuencias del ADNr16S de los 27 aislamientos en formato FASTA fueron 
alineadas con 27 secuencias referencia de genoespecies del género de 
Acinetobacter que se encuentran en la base de datos del Genbank, utilizando el 
programa Clustal W, versión MEGA 5,0 y se construyó el árbol filogenético basado 
en el algoritmo de Máxima verosimilitud con el modelo Kimura, 2 Parámetros con 
distribución Gamma, asumiendo que una cierta fracción de sitios es 
evolutivamente invariable (K2+G+I). Se calcularon los valores de bootstrap de 





4.4. Análisis estadístico 
 
Las variables que se estudiaron fueron los sitios de muestreo, los antibiotipos, los 
genes de !-lactamasas, los genes asociados a integrones de la clase 1 y de la 
clase 2 y el gen del ARNr 16s. 
La unidad de análisis fue cada aislamiento del complejo ACB, de la cual se 
registraron las características microbiológicas basadas en los perfiles de 
susceptibilidad, antibiotipo y las características moleculares que correspondieron a 
la detección por PCR de los genes de resistencia (blaVIM, blaIMP, blaTEM, 
blaCTXM-9, blaOXA-51, blaOXA-58), presencia de los integrones clase 1 y clase 2, y 
del ADNr 16s. Los perfiles de susceptibilidad de cada antibiótico evaluado fueron 
categorizadas en diferentes grados así: resistencia y sensibilidad intermedia (1) y 
sensibilidad (2), de acuerdo a los estándares para cada antibiótico establecidos 
por el CLSI  para A. baumannii,  se construyó una base de datos con las variables 
de interés, empleando el programa Excel TM.   
Se realizó un análisis de asociación entre las distintas variables como el fenotipo 
de resistencia a los diferentes antibióticos, el sitio de muestreo, la presencia de los 
genes que codifican para las !- lactamasas, los integrones y el ADNr16S.  Se 
determinó la prevalencia de la resistencia a los antibióticos, determinantes de 
resistencia, presencia de integrones y de A. baumannii entre los aislamientos del 
complejo ACB. 
 
La significancia de las diferencias en la frecuencia de las variables entre los 
grupos establecidos fue determinada por análisis estadístico, empleando la prueba 
de chi-cuadrado de Pearson. La significancia estadística fue asignada para valores 
de p<0,05, considerando un nivel de confianza del 95% (alfa) y un error (beta) de 
5%.  Los análisis estadísticos se realizaron empleando los paquetes estadísticos 
(SPSS versión 20.0, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA y STATA 12,0 StataCorp LP, 




4.5. Consideraciones éticas 
 
El  proyecto se desarrolló bajo los lineamientos enmarcados en la Constitución 
Nacional y según lo dispuesto por el Ministerio de Salud en la Resolución 8430,  
que establece las normas científicas, técnicas y administrativas para la 
investigación en salud. Las bacterias suministradas por el laboratorio clínico fueron  
aisladas de pacientes con IAAS, y  se clasifican éstas en el  Grupo de Riesgo II; es 
decir, ellas representan un riesgo moderado para el individuo y limitado para la 
comunidad, según lo normatiza el artículo 67, literal B de la Resolución. Para el 
manejo de los microorganismos patógenos, se tuvo en cuenta el artículo 63,  en 
los literales A a G de la Resolución (146),  que establece las normas para la 
investigación con microrganismos.  
Los microorganismos se manipularon en una Cabina de Seguridad Biológica 
ESCO Clase II Tipo B1; en la cual, según la OPS/OMS se pueden manipular con 
seguridad agentes biológicos, que pueden ser causa de enfermedades humanas 
graves y que representen un serio peligro para los trabajadores; sin embargo, 
aunque puede existir el riesgo de que se propaguen en la colectividad, las 
bacterias incluidas en este estudio y portadoras de resistencia, solo causan 
infecciones bajo ciertas condiciones en pacientes sobre todo hospitalizados y por 
lo tanto no representan una amenaza directa para otras personas, sin embargo,  la 
Universidad Libre  cuenta con protocolos de emergencia y la debida cobertura en 
riesgos laborales y se dispone de profilaxis y tratamientos efectivos, en la 
actualidad, según lo establece la OMS (147).  
 
El laboratorio donde se desarrolló la caracterización fenotípica como método 
rutinario de diagnóstico del paciente es el laboratorio Clínico de la Clínica Rafael 
Uribe Uribe y la caracterización Molecular se realizó en el Laboratorio de 
Microbiologia Molecular de la Universidad Libre, cuyo uso está autorizado para 
que los investigadores del grupo GIMMEIN desarrollen proyectos de investigación 
y cuenta con un presupuesto anual para su dotación y mantenimiento, cuenta con 
un manual de procedimientos y normas de bioseguridad de acuerdo con los 
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parámetros del literal B y H, Artículo 64.  Los investigadores no tuvieron contacto 
con los pacientes y para guardar  la confidencialidad de éstos, los datos se 
manejaron con un código alfa numérico asignado por el laboratorio clínico, 









Capítulo 5. Resultados 
 
 
5.1. Caracterización fenotípica del complejo A.  baumannii-calcoaceticus 
mediante análisis de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos 
 
En relación con la identificación fenotípica realizada por el laboratorio clínico de la 
Clínica Universitaria Rafael Uribe Uribe, mostró que las colonias eran blanco 
grisáceas,  los aislamientos eran cocobacilos Gramnegativos, negativos a la 
prueba de oxidasa, pero positivos a la de catalasa, eran inmóviles y no 
fermentadores de glucosa.  Todos los aislamientos fueron identificados como el 
complejo A. baumanii-calcoaceticus. 
 
Los 52 aislamientos del complejo ACB se distribuyeron de la siguiente forma:  24 
aislamientos (46,2%) fueron obtenidos a partir de rastreo nasal, 12 (23,1%) de 
herida quirúrgica, seis (11,5%) de punta de catéter, cuatro (5,25%)  de sangre, 
cuatro (5,25%) de orina y dos (3,8%) de secreción uretral (tabla 2). 
 
El 100% de los aislamientos del complejo presentaron resistencia a amikacina, 
gentamicina, tobramicina, trimetoprim/sulfametoxazol, cefepime, ceftazidima, 
imipenem y ticarcilina/clavulanato. En el caso de la resistencia a ciprofloxacina se 
detectó en el 98,1% (51/52) de los aislamientos, a levofloxacina en el 90,4% 
(47/52), a ampicilina/sulbactam en el 94,2% (49/52) y a meropenem en el 96,2% 
(50/52). El menor número de aislamientos resistentes, se detectó a los antibióticos 
tigeciclina y sulperazona con un 21,2% y 28,8%, respectivamente. (figura 3). 
 
Los aislamientos fueron considerados multiresistentes a los antibióticos (MDR), 
basado en el criterio de resistencia simultánea a imipenem (o meropenem), 
amikacina (o tobramicina) y a cefalosporinas de tercera generación (ceftazidima) 
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(2). El mayor número de estos aislamientos fueron detectados en los meses de 
julio y septiembre del año 2009. Diez de estos aislamientos (19,3%) fueron 
considerados pan-resistentes (PDR), debido a la resistencia simultánea que 
presentaron a todos los antibióticos empleados en la prueba susceptibilidad (5).  
 
De acuerdo con el patrón de resistencia de los 52 aislamientos del complejo ACB 
obtenido en la prueba de susceptibilidad a los antibióticos, se identificaron cinco 
patrones o antibiotipos (tabla 2). Los aislamientos considerados MDR fueron 26, 
que representan el 50%, presentaron sensibilidad sólo a tigeciclina y sulperazona 
y se clasificaron en el antibiotipo 1. En este antibiotipo se ubicaron 15 aislamientos 
provenientes de rastreo nasal, seis de herida quirúrgica, cuatro de punta de 
catéter  y uno de sangre (tabla 2). En el antibiotipo 2 se ubicaron nueve 
aislamientos (17,3%) MDR con sensibilidad a tigeciclina, junto a levofloxacina, 
ampicilina/sulbactam o meropenem. Seis de estos aislamientos se obtuvieron de 
rastreo nasal,  dos de punta de catéter y uno de orina (tabla 2). En el antibiotipo 3 
se clasificaron aislamientos MDR con sensibilidad a tigeciclina o sulperazona. Este 
antibiotipo se presentó en dos aislamientos provenientes de sangre, dos de orina, 
uno de herida quirúrgica y uno de rastreo nasal (tabla 2). El antibiotipo 4 
comprendió diez aislamientos (19,3%) considerados PDR, la presencia de estos 
aislamientos fue estadísticamente significativa (p<0,05).  Finalmente el aislamiento 
identificado en el antibiotipo 5 representó el 1,9% y se aisló de sangre. Los 
aislamientos de este grupo fueron MDR con sensibilidad a tigeciclina, sulperazona 
y a las fluorquinolonas (ciprofloxacina y levofloxacina). 
 
El sitio de muestra con mayor número de islamientos correspondió al rastreo nasal 
(46,2%), con aislamientos del antibiotipo 1 al 4, siendo el antibiotipo 1 el más 
frecuente con un 63%, seguido del antibiotipo 2 con un 25%. Los aislamientos 
obtenidos de herida representaron el 23%, siendo el antibiotipo 1, el más frecuente 
en este sitio (50%), seguido del antibiotipo 4 (33%). Los aislamientos obtenidos de 
punta de catéter fueron 6 (11,5%) y ellos se clasificaron en los antibiotipos 1 y 2. 
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Cuatro se obtuvieron de sangre y se ubicaron en los antibiotipos 1, 3 y 5. En el 
caso de los obtenidos de orina presentaron los antibiotipos 2 y 3. Los dos 
aislamientos obtenidos de secreción uretral, correspondieron al antibiotipo 4 
(figura 4). De acuerdo a los análisis se encontró que el sitio de donde se obtuvo el 
aislamiento bacteriano y el tipo de antibiotipo presentó una relación 
estadísticamente significativa  (p=0,001). 
 
Por otra parte se encontró que el antibiotipo 1 se detectó durante el año 2009 en 
un aislamiento que circuló en el mes de junio, en julio (en ocho), en agosto en 
seis, en septiembre en ocho , en octubre  en dos y en noviembre en uno . Sólo un 
aislamiento con este antibiotipo se registró en el año 2010 en mayo.  El antibiotipo 
2 se obtuvo en aislamientos que circularon en el año 2009, en julio dos, agosto 
dos, septiembre cuatro  y noviembre uno. El antibiotipo 3 se detectó en dos 
aislamientos que circularon en los meses de septiembre y noviembre del año 2009 
y en dos aislamientos que circularon en mayo y uno en julio del año 2010. El 
antibiotipo 4 se detectó por primera vez en marzo del año 2009 y volvió  aparecer 
en los meses de  julio, agosto y noviembre del mismo año y en los meses de abril, 
mayo y junio del año 2010. Finalmente el antibiotipo 5 se detectó en el mes de 
octubre del 2009. 
 
Se encontró que el 81% de los aislamientos se obtuvo de colonozaciones, 
mientras el 19% de infecciones, siendo estas diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05); pero al relacionar Colonización e Infección con los 
determinantes de resistencia, ni con la presencia de algún tipo de integrón no 
existió asociación estadística entre esas variables. 
 
Aunque en el mes de septiembre de los años 2009 y 2010 se registró el mayor 
número de aislamientos (ocho) pertenecientes al antibiotipo 1 y cuatro  en el 
antibiotipo 2, no existe asociación estadísticamente significativa en la fecha que 

















Tabla 2. Distribución de los Antibiotipos del complejo A. baumannii-calcoaceticus por sitio de 
muestreo y perfiles de susceptibilidad a los antibióticos 
*p<0,05;  **(50%; OR=5,000; min 1,136-max 22,000; p=0,025) 
Rn= Rastreo nasal; Sa=Sangre; Pc= Punta de catéter; Hq= Herida quirúrgica; Or= Orina; 
Su=Secreción uretral.  
SXT (Trimetroprim/Sulfametoxazol), TIM (Ticarcilina/Clavulanato), GEN (Gentamicina), TOB 
(Tobramicina), CIP (Ciprofloxacina), CAZ (Ceftazidima), FEP (Cefepima), ATM(Aztreonam), 
IPM(Imipenem), MEM (Meropenem), SAM (Ampicillina-Sulbactam), AMK (Amikacina), SUL 


























































(23,1) - - 
AMK, GEN, TOB, CIP, LVX, SXT, SAM, 
TIC/AC, FEP, CAZ, IMP, MEM 
 
TIG, SUL 





AMK, GEN, TOB, CIP,  SXT,  TIC/AC, 
FEP, CAZ, IMP 
TIG, SUL/ LVX, 
SAM o MEM 
 







AMK, GEN, TOB, CIP, LVX, SXT, SAM, 
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AMK, GEN, TOB, CIP, LVX, SXT, SAM, 
TIC/AC, FEP, CAZ, IMP, MEM, TIG, SUL 
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5 1 (1,9) - 1 (100) - - - - 
AMK, GEN, TOB, SXT, SAM, TIC/AC, 
FEP, CAZ, IMP, MEM 
TIG, SUL, CIP, 
LVX 





























































Figura 4. Porcentajes de aislamientos clinicos del complejo ACB por antibiotipo en cada sitio de 
muestra. 
 
Como se mencionó en la metodología a partir de las distancias de las CMI de los 
aislamientos (antibiograma cuantitativo) (tabla 3 y tabla 4), se construyó un 
p = 0,001 
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cladograma basado en el agrupamiento por UPGMA. En este cladograma se 
evidenció la existencia de dos grupos o clados. El clado 1 agrupó 5 aislamientos 
pertenecientes a los antibiotipos 2, 3 y 4 que circularon en septiembre del 2009 y 
en mayo del 2010: estos aislamientos se obtuvieron de muestras de orina, sangre, 
herida quirúrgica, punta de catéter y rastreo nasal. El clado 2 agrupó todos los 
aislamientos pertenecientes al antibiotipo 1 y  5, además de algunos aislamientos 
de los antibiotipos 2, 3 y 4 (figura 5). 
 
 
Tabla 3. Valores de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de cada antibiótico en los 52 
aislamientos del Complejo  A. baumannii-calcoaceticus 
 Los antibióticos evaluados fueron: SAM (Ampicillina-Sulbactam), CAZ (Ceftazidima), CIP 
(Ciprofloxacina), IMP (Imipenem), LVX (Levofloxacina),  MEM (Meropenem), TOB (Tobramicina). 

















5732549 16 2 8 2 8 64 8 
 
2513, 5741683, 5722130, 2514 16 2 8 4 8 64 8 
 
5759531 16 2 8 4 4 8 8 
 
5728549, 5728549, 5723185, 
5732013, (3), 4939 
 
16 16 4 8 4 8 8 
5717479, 5717971, 5718164, 
NAC51, 5701177, 5701789, 
5702062, (1), 5704225H, 5705015, 
5704223H, 5714063, 21311, 
31345, 5725011, 5748624, 
5757623 
 
16 16 4 8 2 8 8 
 
 
5790341, 5761126, 5722013, 
5762365, 5748623 
 
16 16 2 8 4 8 8 
5793538, 5793303, 5793548, 
5793546, 5795447, 21262, 
5701372, 5701373, 5722093, 
5730330, 5723185, 209021 
5750598, 5738406, 21499, 
5730338, (2), 5728550 
16 16 4 8 8 8 8 
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Tabla 4.  Distancia fenotípica entre los aislamientos de A. baumannii basados en el  antibiograma 
cuantitativo. La distancia se calculó a partir del coeficiente similitud comparación los diámetros de 
los halos de inhibición, donde donde xij - y xik son los valores de los diámetros de inhibición de un 
antimicrobiano dado i para dos distintos aislamientos j y k. A partir de estos valores se realizó un 
































Figura 5. Cladograma de 52 aislamientos del complejo  ACB. Basado en agrupamiento UPGMA 
(unweighted pair group method using arithmetic average), con el coeficiente similaridad a través de 
la fórmula para calcular la distancia euclidiana: Ejk = "# (xij - xik)2, donde donde xij - y xik son los 
valores de los diámetros de inhibición de un antimicrobiano dado i para dos distintos aislamientos j 
y k.  
 5732549 2513 5759531 5728549 5717479 5790341 5793538 
5732549 0 2 56 58 58 58 58 
2513   0 56 56 58 58 58 
5759531     0 15 15 16 16 
5728549       0 2 2 4 
5717479         0 3 6 
5790341           0 16 





5.2. Identificación de las especies genómicas del complejo Acinetobacter  
       baumannii-calcoaceticus mediante el análisis del gen del ADNr 16S 
 
Se amplificó el gen del ARNr16s de 27 (51,9%) aislamientos del complejo ACB, 
con base en sus secuencias se realizó el análisis filogenético que agrupó en 
cuatro clados distribuidos así: 20 (71,4%) aislamientos fueron agrupados con la 
genoespecie A. baumannii, tres (10,7%) con A. nosocomialis, dos (7,14%) con A. 
calcoaceticus y A. pittii. Sin embargo,  dos (7,14%) aislamientos  no se agruparon 
con ninguna de las genoespecies reportadas en el GenBank.  
Los aislamientos obtenidos en este estudio fueron compatibles con las 
genoespecies A. baumannii, A. calcoaceticus y A. nosocomialis  y se agruparon en 
el cluster 2 del cladograma basado en el antibiograma cuantitativo. Sin embargo, 
sólo un aislamiento (con el código 2513) perteneciente a la genoespecie A. 






Figura 6. Árbol filogenético basado en el algoritmo de Máxima verosimilitud con el modelo Kimura 
2 Parámetros con distribución Gamma, asumiendo que una cierta fracción de sitios es 
evolutivamente invariable (K2+G+I). bootstrap (1000 réplicas), que agrupa las secuencias del ADNr 
16s de 27 aislamientos y 27 secuencias de genoespecies de Acinetobacter obtenidas del 
GenBank. 
5.3. Determinantes genéticos de resistencia a los antibióticos y presencia de 
Integrones de aislamientos del Complejo Acinetobacter baumannii-
calcoaceticus  
 
En el complejo ACB se identificaron 9 aislamientos (17,3%) portadores del gen 
blaTEM-1,  5 (9,6%), del gen blaCTXM-9 y 20 (38,5%) presentaron el gen blaOXA-
58. La presencia del gen blaOXA-58 entre los aislamientos fue significativa (p<0,05). 
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Los genes que codifican para metalo !-lactamasas, se detectaron en 4 
aislamientos (7,7%) con el gen blaIMP-1 y en 11 (21,2%) con el gen blaVIM-2.   
 
En este complejo se detectó también la presencia de integrones de la clase 1 y 2 
en 21 aislamientos (40,4%), el integrón clase 1 en 12 (23,1%) y el integrón clase 2 
en 9 (17,3%) y seis (6) de estos aislamientos presentaron simultáneamente las 
dos clases de integrones, con una valor estadísticamente significativo (p<0,05%). 
El mayor número de integrones lo presentaron los aislamientos con el antibiotipo 
1, sin embargo, no se encontró asociación estadísticamente significativa (p>0,05). 
Los integrones se detectaron preferencialmente en aislamientos obtenidos de de 
rastreo nasal y herida quirúrgica (siete aislamientos en cada muestra) (datos no 
mostrados). 
 
La identificación de aislamientos de A. baumannii en el complejo ACB se realizó 
mediante la amplificación del gen blaOXA-51, encontrándose que 20 de ellos 
correspondian a esta especie, representando el 42,3% (tabla 3). 12 (54,5%) de los 
aislamientos de A. baumannii  correspondían  al antibiotipo 1, dos (9,09%) al 
antibiotipo 3 y cuatro (18,18%) al antibiotipo 4 y uno (5%)  al antibiotipo 5. 
 
Entre estos aislamientos se detectaron los genes blaTEM-1 en cuatro  y blaCTXM-
9 en cinco y los genes blaIMP-1 y blaVIM-2 en dos y cinco  respectivamente, 
obtenidos principalmente de rastreo nasal.  El gen blaOXA-58 se detectó en el 50% 
de los aislamientos de A. baumannii, de éstos el 36,36% se obtuvo de rastreo 
nasal principalmente con el fenotipo Antibiotipo 1 y otro 36,36% de herida, dos de 
los cuales pertenecían al antibiotipo 1. Aunque se amplificó el gen blaOXA-23, este 





Tabla 5. Distribución y  caracterización molecular de los aislamientos de A. baumannii  
 
5.4. Detección de la presencia de integrones en los aislamientos del 
complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus 
 
En 12 (23%) de los aislamientos del complejo ACB se detectaron integrones 
clase1, en nueve (17,3%) de ellos se detectaron integrones clase 2, en cinco 
(10%) otro tipo de integrón. 
En dos de los aislamientos del antibiotipo 1 se les detectó integrones clase 1 y 2 
simultaneamente, en ellos se detectaron BLEE tipo TEM y carbapenemasa tipo 
OXA, lo mismo sucedió con dos de los aislamientos del antibiotipo 4, ellos 
presentaron además carbapenemasa tipo VIM. Un aislamiento del antibiotipo 2 y 
otro del antibiotipo 3, presentaron las dos clases de integrones, pero ningún 
determinante de resistencia. Al aislamiento con el antibiotipo 5, no se le detectó 
integrones. 
En siete (25%) aislamientos de A. baumannii se detectaron integrones, seis con la 
clase 1, un aislamiento solo con la clase 2 y dos aislamientos presentaron los 
integrones de la clase 1 y 2 simultáneamente. (datos no mostrados). Cuatro 
(13,63%) de la genoespecie A. baumannii obtenidos de rastreo nasal presentaron 
!
Código de la cepa Fecha de aislamiento Sitio de muestra Antibiotipo 
Genes bla Integrón 
OXA-51 TEM CTXM-9 VIM-2 IMP-1 OXA-58 hep 
5790341 06/2009 Rastreo nasal 1 +       
5793538 07/2009 Rastreo nasal 1 + +    +  
21262 07/2009 Orina 2 +       
5701177 07/2009 Herida 1 + +     + 
1 07/2009 Herida  4 +     + + 
5793546 07/2009 Rastreo nasal 1 +   + +   
5702062 07/2009 Rastreo nasal 2 +       
5704225H 08/2009 Herida 4 +     +  
5717479 08/2009 Rastreo nasal 1 +       
21311 08/2009 Herida 1 +     +  
5728549 09/2009 Herida 3 +   +  +  
21499 09/2009 Rastreo nasal 1 +     +  
5730330 09/2009 Punta de catéter 1 + +    +  
5748866 10/2009 Sangre 5 +       
5749428 10/2009 Rastreo nasal 1 +   +  +  
5761126 11/2009 Punta de catéter 1 +     +  
5750598 11/2009 Sec Uretral 4 +     +  
5723185 05/2010 Rastreo nasal 1 +      + 
2513 05/2010 Orina 3 +   + +  + 
5759531 06/2010 Rastreo nasal 4 + +  +   + 
    100% 20% 0% 25% 10% 50% 25% 
           
!
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integrones, dos (9,1%) en herida quirúrgica y uno (4,5%) en orina; sin asociación 
estadística significativa (p>0,05).  
 
Tres de los aislamientos de A. baumannii que transportaban integrones 
presentaron metalo-!-lactamasas tipo VIM-2, de los antibiotipos 1, 3 y 4; sin 
asociación estadística en ninguno de los casos (p>0,05). Situación similar ocurrió 
con la !-lactamasas tipo TEM que se presentó en tres aislamientos, dos del 





Tabla 6 Distribución de los integrones en aislamientos del complejo ACB 
Sitio de muestreo: i. Rastreo nasal, ii. Sangre, iii. Punta de catéter,  
   iv. Herida, v. Orina, vi. Secreción uretral 
Determinantes de resistencia:  A. blaVIM , B. blaIMP,  C. blaTEM,   
D.blaCTXM-9,  E.blaOXA58, F. blaOXA51 
Genoespecie:  a. A. baumannii, b. A. calcoaceticus, c. Acinetobacter 13TU,  




















 Sitio muestreo 
(%) 




 1 2 3 4  i ii iii iv v vi  A B C D E F  a b c d e 
1 (n=12) 25 17 25 33  33 0 8 33 25 0  33 17 33 0 17 50  42 0 0 8 50 
2 (n=9) 44 11 11 33  22 0 11 44 11 11  44 0 44 0 0 33  22 0 0 0 78 







Capítulo 6. Discusión 
 
 
Aunque las infecciones nosocomiales debidas a A. baumannii se han reportado en 
todo el mundo (21,32,35,38,84), existe escasa información acerca del 
comportamiento epidemiológico de los aislamientos circulantes en la ciudad de 
Cali. La disponibilidad de 52 aislamientos clínicos proporcionó la oportunidad de 
examinar la sensibilidad a los antibióticos y las características fenotípicas. Las 
infecciones por A. baumannii se ven favorecidas por el uso de dispositivos como 
sondas y catéteres, a los que se adhiere esta bacteria, provocando la colonización 
de la zona (3);  en este estudio, se obtuvo con más frecuencia aislamientos del 
complejo ACB de rastreo nasal, seguidos de herida y punta de catéter, todas 
consideradas como colonizaciones, mientrasel 19,2% fueron obtenidas de 
infecciones. 
 
Los reportes del SENTRY en países de Latinoamérica informan que Acinetobacter 
spp presenta las mayores tasas de resistencia bacteriana y la resistencia a los 
carbapenemes, es mayor que en Estados Unidos y Europa (35). En este sentido 
los estudios realizados por Picazo y col (5) en España durante el año 2006, 
reportan aislamientos con resistencia  a la piperacillina/tazobactam en un 90%, a 
cefalosporinas de tercera generación en un 70,4%, a cefalosporinas de cuarta 
generación con un 87,3%. Reportes de un estudio similar para el año 2011 en el 
mismo país, registran un 100% de los aislamientos con resistencia a estos 
medicamentos (62). En los Estados Unidos se reportó que más del 90% de los 
aislamientos presentan resistencia a ciprofloxacina, y al menos un 80% a 
cefalosporinas de espectro extendido, mientras que casi la mitad (49%) de los 
aislamientos son resistentes a ampicilina/sulbactam. En el presente estudio los 
aislamientos obtenidos entre los años 2009 y 2010  son 100%  resistentes a todos 
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estos antibióticos lo que comprueba que estas bacterias vienen incrementando su 
resistencia año tras año y que el comportamiento de los aislamientos del complejo 
ACB para el 2009 y 2010, con un número importante de ellos con característica 
MDR, pero con tendencia a convertirse en PDR se asemejaban a resultados 
obtenidos en Europa y Estados unidos sólo hasta el 2011 (22).  
 
En el caso de la resistencia a los carbapenemes, un estudio multicéntrico 
realizado por Higgins y col (21) con aislamientos de A. baumannii en varios países 
durante 2010, mostró que el 100% de los aislamientos presentaron resistencia a 
imipenem, en concordancia con los datos obtenidos en este estudio. Sin embargo, 
los reportes de España informan que los aislamientos presentan una resistencia a 
imipenem del 60,8% y a meropenem del 57,6%  para el año 2005 (5) y del 47,6% 
y 93,2% de resistencia para imipenem y meropenem, respectivamente para el año 
2011 (62). En los Estados Unidos, la resistencia a los carbapenemes se reporta 
alrededor del 20%  (22). En el presente estudio la resistencia a los cabapenemes 
superó a los registros de España y Estados Unidos, con aislamientos resistentes a 
imipenem del 100% y a meropenem del 96,2%, mostrando concordancia con los 
reportes del SENTRY (35). 
 
En Colombia un estudio realizado en UCI de varios hospitales, comprobó que de 
todas las bacterias estudiadas, A. baumannii presentaba los porcentajes más 
elevados de resistencia a antibióticos e incluso con un aumento de resistencia a 
los carbapenemes (16), en consonancia con los resultados del grupo para el 
control de la resistencia antimicrobiana de Bogotá (GREBO) en él se resalta un 
relativo incremento en la prevalencia de la resistencia al imipenem (48,1%) y al 
meropenem (52%) para el año 2006 (149) y Pinzón y col (10) reportan una 
resistencia a meropenem (94,3%) e imipenem (96,2%) para el año 2012, Martínez 
y col registran una resistencia a imipenem y meropenem que se mantiene en el 
100% y 90% respectivamente (9); los mencionados estudios y el comportamiento 
de los aislamientos de Acinetobacter spp en la Clínica Universitaria Rafael Uribe 
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Uribe, al comparar los resultados obtenidos entre el 2007 y 2008 (11) y los 
obtenidos en el presente estudio, evidencian la estabilidad de los aislamientos de 
A. baumannii con resistencia  a los carbapenemes en Colombia. 
 
Otro resultado importante fue la característica fenotípica de multirresistencia a 
fármacos en  los aislamientos. Los brotes de cepas PDR se han reportado desde 
el año 2006 en los Estados Unidos con un 89% de prevalencia  (22) y un 100% de 
cepas multirresistencia a fármacos en Asia (30-32). De acuerdo al concepto pan-
resistente (41,152), en este estudio se detectaron cepas PDR en un 19,3% con un 
valor estadísticamente significativo (p<0,05), este porcentaje es casi el doble del 
reportado en un estudio adelantado en Brasil en los años 2009 y 2010 donde se 
reportaron aislamientos PDR en un 11% (150). 
 
Los agentes antibacterianos que para el 2009 eran eficaces contra A. baumannii 
incluyen carbapenémicos, aminoglucósidos (gentamicina o amikacina), colistina y 
tigeciclina (6). Sin embargo, en este estudio los aislamientos del complejo ACB 
mostraron resistencia a todos estos agentes. Sólo tigeciclina y  sulperazona 
mantienen la actividad antimicrobiana frente a la mayoría de los aislamientos 
evaluados (>80%). Estos resultados son similares a los informes publicados para 
los aislamientos clínicos de otras regiones geográficas (43,152). 
Karageorgopoulos y col (153) consideran que la sensibilidad detectada a 
tigeciclina en por lo menos el 90% de los aislamientos de Acinetobacter spp, hace 
de este antibiótico una opción de tratamiento potencialmente eficaz contra las 
bacterias altamente resistentes. Aunque hay que tener cautela con su uso, puesto 
que algunos informes indican que a pesar de la actividad de la tigeciclina a nivel 
“in vitro”, su eficacia se pierde significativamente “in vivo”, reportándose cada vez 
más casos de resistencia a este antibiótico (151), lo que sugiere que la reciente 
introducción de la tigeciclina en la práctica clínica no constituye una solución 
definitiva al problema de la creciente resistencia a los medicamentos 




En las tres combinaciones de !-lactámicos/ inhibidores de !-lactamasa evaluados, 
se observó que la combinación ampicilina-sulbactam y ticarcilina/ácido clavulánico 
presentan menor actividad frente a los aislamientos del complejo ACB, sólo 
sulperazona presentó actividad antibacteriana significativa, lo que ya había sido 
reportado (151). Chávez y colaboradores realizaron un estudio en este mismo 
hospital en los años 2007 y 2008 y encontaron aislamientos de Acinetobacter spp 
con  sensibilidad a las cefalosporinas de amplio espectro como cefoperazona, 
ceftriazona, cefotaxime y cefepime y a los carbapenemes (11). Sin embargo, se 
observó en este estudio un incremento en la dinámica de la resistencia de estos 
aislamientos.  
 
Los antibiotipos 2 y 5 circularon únicamente durante el año 2009, estos 
antibiotipos se caraterizaron por ser MDR con sensibilidad a tigeciclina y 
sulperazona y a antibióticos como las quinolonas. Los aislamientos del antibiotipo 
1 se aislaron durante los dos años que duro el estudio. Este antibiotipo presentó 
un fenotipo MDR con posibilidad de tratar las infecciones sólo con tigeciclina y 
sulperazona. El antibiotipo 3 aparece al finales del año 2009 hasta el 2010, los 
aislamientos de este antibiotipo son MDR con tendencia a convertirse en PDR por 
la resistencia que manifiestan a tigeciclina o sulperazona. Los aislamientos del 
antibiotipo 4 al igual que el antibiotipo 1 se presentaron durante el periodo de 
tiempo que duró el estudio, siendo los más exitosos. Sin embargo a diferencia del 
antibiotipo 1, los aislamientos del antibiotipo 4 son PDR, quedando como única 
opción terapéutica para tratarlos el empleo de colistina (151). 
 
El análisis del antibiograma cuantitativo muestra que los aislamientos distribuídos 
en los cinco antibiotipos sólo se agruparon en dos clados, lo que demuestra una 
reducida diversidad fenotípica. Estos resultados son coherentes con los estudios 
realizados por Villegas y colaboradores (12), quienes demostraron que las cepas 
MDR de A. baumannii tienden a generar brotes epidémicos con el predominio de 
uno a dos clones. El análisis del ADNr 16S reforzó esta idea, la genoespecie más 
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predominante del complejo ACB fue A. baumannii, agrupándose preferencialmente 
en el clado 2 del cladograma basado en el antibiograma cuantitativo, lo que 
evidencia que entre los aislamientos de ACB, esta genoespecie es la que más se 
aisla en la UCI, con una tendencia monoclonal (12,26,40). 
 
Los resultados de los patrones de susceptibilidad de los aislamientos del complejo 
ACB dieron varios antibiotipos, lo que ha sido reportado por varios autores en 
Europa (62,63,64) Latinoamérica (65, 154) y Colombia (10), la mayoría de ellos 
coinciden que el antibiograma cuantitativo no permite diferenciar 
epidemiológicamente las cepas aisladas, los hallazgos de este estudio difieren con  
estos autores, puesto que el antibiotipo 1, que fue el más frecuente y mostró 
sensibilidad solo a tigeciclina y sulperazona, al igual que el antibiotipo 4 que 
mostró resistencia a los 14 antibióticos evaluados, se aislaron durante todo el 
periodo de tiempo que duró el estudio y de diversos sitios de muestreo, 
evidenciando su capacidad para colonizar variados ambientes y a pacientes con 
distintas patologías (64).  
 
El antibiotipo 1 fue el más frecuente en este estudio (50%) y su patrón de 
susceptibilidad es similar a los perfiles del antibiotipo más frecuente (78,8% de los 
clasificados por Biendo y colaboradores en Francia (63), excepto por la 
sensibilidad de esos aislamientos a imipenem y a colsitina, pero este último no fue 
utilizado en este estudio. Situación similar sucede al comparar los resultados de 
este estudio con el realizado por Limanski en Argentina (155), donde el antibiotipo 
con perfil similar al antibiotipo 1, se identificó solo en el 21% de los aislamientos. 
En Colombia Pinzón y colaboradores encontraron que de 11 Antibiotipos, el más 
frecuente (45,5%) correspondió a aislamientos PDR (10), mientras en este estudio 
el antibiotipo 4 correspondió al 19,3% de los aislamientos, es decir que en la 
clínica Rafael Uribe Uribe, 3 años después el porcentaje de aislamientos PDR era 




Los resultados de la secuenciación del ADNr 16s, mostraron que el 100% de los 
aislamientos pertenecían al complejo ACB, esto coincide con lo encontrado en 
varios reportes, donde la mayoría de aislamientos son de origen clínico del género 
Acinetobacter. En un estudio realizados por Misbah y colaboradores a partir de la 
secuenciación del ADNr 16s de aislamientos del complejo ACB, el 92% se 
agruparon con secuencias de genoespecies de Acinetobacter disponibles en el 
Genbank, entre ellos el ATCC 19606. En este estudio, el 71,4% de las secuencias 
de los aislamientos ACB, se agruparon con esta genoespecie. Este hallazgo se 
confirmó, mediante la identificación por PCR del gen que codifica para la !-
lactamasa OXA-51, gen intrínseco de la misma (144). 
 
Entre los aislamientos multirresistentes del complejo ACB y los de la genoespecie 
A. baumannii, se detectaron los genes bla (TEM-1, CTXM-9, OXA-58, IMP-1 y 
VIM-2). Aunque la presencia de la Betalactamasa de Amplio Espectro  BLEA TEM-
1 es una de las principales causas de la resistencia a los antibióticos !-lactámicos 
entre los aislamientos de A. baumannii, en este estudio sólo el 22,7% de los 
aislamientos fueron portadores del gen blaTEM-1. En los últimos años la tendencia 
cambió; el incremento en la resistencia a los carbapenemes se debe 
principalmente a la presencia de metalo !-lactamasas y carbapenemasas clase D 
tipo OXA (84). En este estudio el 38,5% de los aislamientos del complejo ACB y el 
50% de A. baumannii presentaron !-lactamasas tipo OXA-58. Aunque se ha 
reportado genes de metalo !-lactamasas y carbapenemasas clase D tipo OXA 
transportados en integrones (9), en este estudio el 82% de los aislamientos del 
complejo ACB y de A. baumannii, en los que se detectaron genes de !-lactamasas 
tipo OXA-58 no estuvieron relacionadas con integrones. Estos resultados 
coinciden con lo reportado por Poirel y col (156)  que afirman que estos genes 
regularmente no se encuentran en la forma de genes cassettes y según el mismo 
autor estos genes se transportan en plásmidos o asociados a un proceso de 
recombinación homóloga (156). 
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Leski y colaboradores (84) plantean la posibilidad que se presente una co-
selección de aislamientos resistentes a carbapenemes mediados por la 
adquisición de carbapenemasas clase D tipo OXA. Todos los aislamientos de este 
estudio presentaron capacidad para hidrolizar cefalosporinas de amplio espectro 
(ceftazidima y cefepima), los carabapenemes como imipinem y meropenem, por lo 
que se sugiere la presencia de !-lactamasas de la clase D, tipo OXA-23, aunque 
esta oxacilinasa no fue detectada en los aislamientos del presente estudio, por lo 
que la resistencia de algunos de ellos (21,5%)  podría deberse a la expresión 
simultánea de OXA-51, así como la presencia de OXA-58, como lo demuestran 
algunos reportes en Colombia y latinoamércia (12,21,35). Sin embargo, no se 
debe descartar que el alto nivel de resistencia en este tipo de oxacilinasa se 
presenta también asociado a otros mecanismos como la pérdida de o reducción 
de expresión de proteínas de membrana  y por sobre expresión de bombas de 
eflujo (88,89,93,96). 
 
Se evidenció un número importante de integrones de la clase 1 y 2 entre los 
aislamientos del complejo ACB y A. baumannii.  Los integrones se han diseminado 
ampliamente entre las especies de la bacterias no fermentadoras como A. 
baumannii (100). La presencia de integrones de la clase 1 y 2 se han descrito 
entre los miembros del género Acinetobacter en aislamientos clínicos y 
ambientales (103,110). Se reporta que las cepas epidémicas de A. baumannii 
tienden a contener un mayor número de integrones que las no epidémicas y se 
afirma que el empleo de antibióticos tiene un fuerte impacto en el desarrollo de la 
diversidad y mantenimiento de estas cepas en la UCI (141).  
 
El integrón de la clase 1 presenta múltiples cassettes, que confieren resistencia a 
numerosos antibióticos, este es un sello fenotípico distintivo en los aislamientos de 
A. baumanni (50), lo que explicaría la multirresistencia detectada en aislamientos 
del complejo ACB y la genoespecie A. baumannii, así como la presencia de 
diferentes antibiotipos en la UCI. La inserción de estos elementos en el 
cromosoma bacteriano puede afectar la expresión de genes como blaOXA-51, que 
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codifica una cefalosporinasa y carbapenemasa cromosomal (139), lo que podría 
explicar la resistencia del 50% de los aislamientos en los portadores de este tipo 
de integrones y en los que se detectó además el gen blaOXA-51. 
En este estudio todos los aislamientos de A. baumannii presentaron resistencia a 
cefalosporinas y carbapenemes; sin embargo, sólo al 25% de ellos se les 
detectaron integrones, dos de rastreo nasal, dos de herida y uno de orina; es 
decir, el 80% de ellos obtenidos de colonización. 
 
El mayor número de integrones se presentó en aislamientos obtenidos de rastreo 
nasal y herida quirúrgica, estos resultados no concuerdan con los obtenidos por 
Villegas y col, quienes encontraron en aislamientos en la misma ciudad donde se 
realizó este estudio, que la mayoría de cepas positivas a integrasa y MDR 
provienen de tejidos más profundos (sangre) y de secreciónes (16), esta 
discrepancia se debe posiblemente a que el mayor número de aislamientos de 
este estudio fueron obtenidos de colonización y no de infecciones. 
Hallar integrones clase 1 en los aislamientos de este estudio puede relacionarse 
con la resistencia a los antibióticos, debido a que estos elementos le confieren a 
las bacterias la capacidad de adquirir genes que codifican para la resistencia y le 
permiten su expresión por acción de la integrasa tipo 1 (23,50). Los integrones 
clase 1 pueden contener genes de resistencia a !-lactámicos, aminoglucósidos, 
cloranfenicol, trimetoprim, estreptomicina, rifampicina, eritromicina, fosfomicina, 
lincomicina, quinolonas y antisépticos de amonio cuaternario (100-106). 
 
En los países de Europa (38) y latinoamérica (110) el integrón más 
frecuentemente encontrado en A. baumannii es el de la clase 1. Aislamientos de 
A. baumannii portadores de integrón clase 2 en latinoamérica han sido poco 
reportados (110), solamente en Chile la mayoria de aislamientos de A. baumannii 
se reportan como portadores de este tipo de integrones, un estudio realizado por 
Ramírez y colaboradores evidenció una mayor incidencia de integrón clase 2 en el 
31% de los aislamientos, en este estudio el 17,3% de los aislamientos presentaron 
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integrón clase 2, aunque este porcentaje no es significativo por la poca cantidad 
de aislamientos en los que se detectó algún tipo de integrones, este hallazgo es 
importante por la escasa información en Colombia sobre aislamientos de A. 
baumanni portadores de integrones Clase 2, que también contienen cassettes de 
resistencia a antibióticos y podrían explicar la resistencia de estos aislamientos a 
los mismos.  
La detección de integrones con los primers hep35 y hep36 en 12 aislamientos 
(23,3%) permitió identificar cinco de ellos en los que posiblemente haya otra clase 
de integrón diferente a los de la clase 1 y 2, algunos estudios han detectado la 
presencia de integrones clase 3 en aislamientos de bacterias Gram negativas 
resistentes a imipenem, podría ser este el caso, pero se necesitarían análisis 
moleculares más específicos para poder afirmarlo. 
 
Cinco aislamientos que presentaron el determinante de resistencia CTXM-9, no se 
les detectaron integrones, este hallazgo tiene sentido, debido a que este tipo de !-
lactamasas se moviliza a través de plásmidos (74). 
 
32 (61,5%) de aislamientos del complejo ACB no presentaron integrones, por lo 
que la multirresistencia a los antibióticos de ellos debe estar relacionada con otros 
mecanismos de resistencia mediada por plásmidos (107,112) o por disminución de 





















El análisis fenotípico basado en las pruebas de sensibilidad a los antibióticos sigue 
siendo una herramienta importante para caracterizar las cepas de A. baumannii. 
La presencia de 5 antibiotipos y la agrupación en dos clados de los aislamientos 
con resistencia a múltiples fármacos demuestra la capacidad de propagación de 
estos aislamientos, lo que contribuye a la aparición de brotes epidémicos. 
 
La presencia de aislamientos del complejo ACB MDR con sensibilidad solo a 
tigeciclina y sulperazona en los años 2009 y 2010, con un perfil similar a los 
aislamientos PDR es preocupante, por la capacidad de estas bacterias para 
adquirir genes de resistencia y con ello ampliar los mecanismos que les permitan 
hacerse más adaptables al ambiente hospitalario de lo que eran para esos años,  
por lo que es probable que algunas cepas MDR ya sean en la actualidad bacterias  
PDR.  
 
La resistencia del 100% de los aislamientos a imipenem y del 96,2% a meropenem  
por encima de lo reportado en por otros autores en Colombia es preocupante, 
porque los carbapenemes son en la actualidad los antibióticos de elección para el 
tratamiento de infecciones causadas por bacterias del complejo ACB, quedando 
como única opción de tratamiento el uso de tigeciclina y sulperazona (153), 
aunque en muchas instituciones se ha implementado el uso de colistina,  se 
prevee que bastarán pocos años para que se observe también un incremento en 
la resistencia a estos antibióticos (151). 
 
Aunque el antibiograma cuantitativo no permite  diferenciar las genoespecies del 
complejo ACB, la clasificación de los aislamientos por sus perfiles de 
susceptibilidad y su identificación en diferentes sitios de muestreo, durante un 
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periodo de tiempo, siendo una herramienta de uso cotidiano en el ambiente 
hospitalario, permite hacer inferencias acerca del comportamiento y diseminación 
de los antibiotipos. En este estudio, los patrones de sensibilidad permitieron 
identificar como más frecuente el antibiotipo 1, estando presente en todos los 
sitios de muestreo y durante todo el periodo de estudio. Sin embargo, los métodos 
moleculares que además permiten conocer los genes de resistencia presentes en 
los aislamientos y sus posibles mecanismos de transmisión, pueden proporcionar 
a las instituciones herramientas importantes para tomar medidas y prevenir la 
diseminación de dichos genes (19). 
 
La identificación de 2 clados basado en el agrupamiento por UPGMA mostró que 
la mayoría de aislamientos del clado 2 (con más aislamientos) correspondían al 
antibiotipo 1 (MDR) y al antibiotipo 5, mientras que en el clado 1 se agruparon los 
aislamientos de los antibiotipos 2, 3 y 4, los 2 primeros aún muestran sensibilidad 
a varios antibióticos usados en este estudio. 
 
La presencia de los aislamientos del antibiotipo 4 (PDR), considerada 
estadísticamente significativa (p<0,05), podría generar la diseminación de genes 
de resistencia entre las bacterias MDR y aumentar el número de bacterias 
resistentes en el hospital, debido a la capacidad de la genoespecie A. baumannii 
de hacerlo en el ambiente hospitalario, frente a una fuerte presión selectiva 
relacionada con el uso indiscriminado de antibióticos. 
 
La identificación del  71,4% de aislamientos de la genoespecie A. baumannii  
mediante la comparación de las secuencias del ADNr 16S, confirma que de las 
genoespecies del complejo ACB, es la más frecuentemente encontrada en IAAS y 
su aislamiento de todos los sitios de muestreo confirma su capacidad para 
sobrevivir en diferentes ambientes, colonizar e infectar pacientes 




La detección de los genes bla (TEM-1, CTXM-9, OXA-58, IMP-1 y VIM-2) podría 
explicar en parte la resistencia de estos aislamientos a los !-lactámicos, aunque 
no se puede descartar la presencia de otros mecanismos de resistencia 
importantes que han sido reportadas en bacterias del complejo ACB como 
disminución de la permeabilidad de las porinas (CarO, OmpW u OprD) (70, 91) ó 
sobreexpresión de las bombas de eflujo (AdeABC, AdeFGH y AdeIJK) (95,96), 
pero para poder afirmarlo, sería necesario hacer estudios moleculares que lo 
comprueben. 
 
Aunque no hubo asociación estadística entre la presencia de integrones y la 
detección de las !-lactamasas tipo TEM y VIM-2, tal vez por la poca cantidad de 
aislamientos en los que se detectaron los integrones (p>0,05), la presencia de 
este tipo de determinantes de resistencia en integrones clase 1 ha sido reportada 
en varios países del mundo y en Colombia, por lo que no debería descartarse que 
en los aislamientos donde se detectaron tanto integrones como estas b-
lactamasas al mismo tiempo, se deba a que estos genes hacen parte de los 
cassettes de resistencia de integrones clase 1 o clase 2. 
 
La presencia de los genes blaOXA-58 fue altamente significativa entre los 
aislamientos (p>0,05) y su detección simultánea con el gen blaOXA-51 en los 
aislamientos identificados como de la genoespecie A. baumannii, podrían estar 
relacionados con la resistencia a carbapenemes, aunque para afirmarlo se 
necesitaría confirmar la presencia de la secuencia promotora ISAba1 que aumenta 















La presión selectiva que los antibióticos imponen a las bacterias, las llevan a 
generar diversos mecanismos de resistencia frente a un mismo antibiótico. Las 
aproximaciones moleculares que se emplearon en este trabajo de investigación, 
permitieron identificar las estrategias específicas de resistencia utilizadas para 
adaptarse a esa presión selectiva por parte de los aislamientos del complejo A. 
baumannii-calcoaceticus; y se hallaron los posibles mecanismos predominantes 
de resistencia a los antibióticos y diseminación de genes de resistencia, asi como 
los genoespecies del complejo que con mayor prevalencia se encuentran en los 
ambientes de la clínica y de la región del Valle del Cauca. Sobre esta base se 
propone a la clínica implementar entre otras cosas: 
 
• La optimización de las medidas de vigilancia para prevenir y disminuir la 
diseminación de este tipo de bacterias resistentes en el hospital.  
• La elaboración programas de adiestramiento a corto y a largo plazo al 
personal de salud encargado del cuidado y recuperación de los pacientes para 
fortalecer las capacidades de control y vigilancia epidemiológica y del 
laboratorio. 
• El desarrollo e implementación de protocolos que permitan el mejoramiento de 
la calidad en el diagnóstico y determinación de agentes patógenos resistentes 
prevalentes en el hospital, tratamientos acertivos y manejo de la diseminación 
intra e interhospitalaria. Además es importante mantener una constante 
comunicación con  instituciones de referencia de la región y el país que 
permitan tener un panorama de la situación de la resistencia a nivel nacional. 
• La capacidad de estas bacterias para adquirir genes de resistencia y la 
presión selectiva a la que han sido sometidas en la clínica, hace pensar que 
!
%&!
los aislamientos MDR sensibles solo a TIG y SUL, en la actualidad se hayan 
convertido en PDR, por lo que sería importante hacer nuevos estudios con 
aislamientos recientes, que permitan conocer los mecanismos actuales con los 
que se está defendiendo de los antibiñoticos. 
 
Son necesarios posteriores estudios moleculares que permitan diluciadar la 
verdadera relación entre los determinantes de resistencia hallados en este estudio 
y la resistencia a antibióticos de las bacterias aisladas en el hospital, asi como con 































































































Anexo 1: Secuencia parcial del gen del ARNr 16S de uno de los aislamientos que 
agrupó con la  secuencia del gen del ARNr 16S  de la cepa Acinetibacter 
























































Anexo 2: Secuencia parcial del gen del ARNr 16S de uno de los aislamientos que 





























Anexo 3: Secuencia parcial del gen del ARNr 16S de uno de los aislamientos que 
agrupó con la  secuencia del gen del ARNr 16S de la cepa  genoespecie 



















































Anexo 4: Artículo publicado en la Revista Biomédica en Febrero de 2014. 
“Caracterización fenotípica de aislamientos de Acinetobacter baumannii en una 









































Anexo 5: Artículo publicado en la Revista Enfermedades infecciosas y 
MIcrobiología en Enero de 2013. “Bacterias resistentes a los antibióticos en 
infecciones nosocomiales en un hospital de Colombia” Disponible en: 































PARTICIPACIÓN EN EVENTOS 
 
I Congreso Internacional de Ciencias Biomédicas. Agosto 23 de 2013. 
Trabajo presentado: “Patrones de Resistencia a los antibióticos de Aislados de A. 
baumannii de Infecciones Asociadas a la Atención en Salud de una Unidad de 
Cuidados Intensivos de un Hospital de la Ciudad de Cali, Colombia”.  
Modalidad: Ponencia. 
 
II Encuentro Departamental de Semilleros de Investigación RREDSI. 
Universidad del Valle sede Tuluá. Mayo 17 de 2013. 
Trabajo presentado: “Caracterización fenotípica de lso aislados de Acinetobacter 
baumannii periodo Enero-noviembre de 2011 en una institución de alata 
complejidad de la ciudad de Cali”. 
Modalidad Ponencia. Participación en calidad de tutor del estudiante de 
enfermería Alfredo Prado Diaz, quien obtuvo el primero puesto en el área de la 
salud y el deporte. 
 
XLVII Congreso Nacional de Ciencias Biológicas. Octubre de 2012. 
Trabajo presentado: “Caracterización Fenotipica de Aislados de Acinetobacter 
baumannii obtenido de infecciones nosocomiales de un hospital de alta 
complejidad”. 
Modalidad: Ponencia. 
Memorias: Revista de la Asociación Colombiana de Ciencias Biológicas. p.77 -90 , 
v.23. 
 
Tercer Congreso Colombiano de Microbiología. Abril 30 de 2012. 
Trabajo presentado: Susceptibilidad de las bacterias entéricas Gram negativas 
aisladas de infecciones asociadas al cuidado de la salud en un hospitak de tercer 
nivel de la ciudad de Cali, durante los años 2007-2008. 
Modalidad: Ponencia. 
Memorias en revista: Hechos Microbiológicos, p.71- 71 , v.2 <, fasc.2 
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